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RESUMEN. 
El grano gastado de cervecería (BSG) se compone principalmente de las glumas o 
cáscaras y pericarpio de la cariópside revestida de la cebada. Es el principal subproducto 
de la industria cervecera. Representa alrededor del 85% del total de subproductos 
generados. Se producen alrededor de 20 kg de BSG húmedo por cada 100 litros de 
cerveza. La utilización de este material de desecho podría verse favorecida por las 
aplicaciones biotecnológicas. Para esto, se evaluaron Streptomyces setonni, Aspergillus 
oryzae, Pleurotus ostreatus y Trichoderma harzianum. Todas ellas probaron producir 
enzimas relacionadas con la degradación de materiales lignocelulósicos, como son: 
actividades endocelulasa, exocelulasa, celobiasa, xilanasa y pectinasa. Tomando en 
consideración la naturaleza del material del que partiríamos y el perfil enzimático 
expresado, se decidió continuar trabajando con Aspergillus oryzae. Este microorganismo 
se inoculó al 1% p/p de micelio fresco en grano gastado de cervecería y se evaluó su 
cinética de crecimiento, así como la producción de enzimas: α-amilasa, β-amilasa, 
amiloglucosidasa, pululanasa, exoglucanasa, endoglucanasa, y xilanasa. La fermentación 
en sustrato sólido con Aspergillus oryzae proporciona la batería enzimática necesaria 
para sacarificar parcialmente el grano gastado de cervecería. Posteriormente, se recuperó 
el grano gastado hidrolizado y se utilizó como un adjunto cervecero incorporándolo 
como un sustituto del almidón de maíz a un nivel del 50%, en una mezcla de cocimiento 
en la que se emplearon 60% de malta de cebada, 20% de almidón de maíz y 20% de grits 
de maíz. Al comparar el mosto obtenido con el adjunto hidrolizado contra el mosto 
control se observa: un mosto con 6% menos rendimiento en volumen; un perfil de 
carbohidratos fermentables similar; un contenido de amino nitrógeno libre casi 9% más 
alto y notoriamente más oscuro; y que pudo fermentarse exitosamente bajo las mismas 
condiciones. Se produjo una cerveza con: mayor gravedad específica, menor atenuación, 
con 4% menos de concentración de etanol, producción similar de alcoholes superiores, 
un descenso en la producción de compuestos volátiles. Se concluye que este adjunto 
hidrolizado puede reemplazar parcialmente adjuntos amiláceos sin impactar fuertemente 
en los niveles de producción y contenido de alcohol de la cerveza obtenida. Por lo tanto, 
la implementación de esta tecnología sencilla y directa permitirá a los cerveceros la 
utilización de su subproducto. 
XIV 
 
ABSTRACT. 
 
Brewer’s spent grain (BSG) is mainly composed of the husks and pericarp of the 
covered caryopsis of barley. It is the main byproduct of the brewing industry. It 
represents around 85% of total byproducts generated by this industry. For every 100 
liters of beer 20kg of BSG are produced. Four different microorganisms were 
tested: Streptomyces setonni, Aspergillus oryzae, Pleurotus ostreatus and Trichoderma 
harzianum. All of them showed to produce enzymes related to lignocellulose 
degradation such as: endocellulase, exocellulase, celobiohidrolase, xylanase and 
pectinase. Considering the expressed enzymatic profile, it was decided to continue 
working with Aspergillus oryzae. The fresh mycelium of the microorganism was 
inoculated at 1% w/w in BSG. Growth kinetics was evaluated, as well as enzymes 
production of: α-amylase, β-amylase, amyloglucosidase, pullulanase, exoglucanase, 
endoglucanase, and xylanase. Solid state fermentation with Aspergillus oryzae provides 
the enzymatic battery needed to partially saccharify the BSG. Subsequently, the 
hydrolyzed BSG was recovered and used as a beer adjunct. It was incorporated in a 
mixture of 60% barley malt, 10% corn starch, 20% corn grits and 10% hydrolyzed BSG. 
Comparing the must obtained with the hydrolyzed adjunct against the control wort, it 
was observed: 6% less yield; similar fermentable carbohydrate profile; free amino 
nitrogen content almost 9% higher and darker color; and it could be fermented 
successfully under the same conditions. The produced beer had: higher specific gravity, 
lower attenuation, with 4% less concentration of ethanol, similar production of higher 
alcohols, and a decreased volatile compounds production. It is concluded that this 
hydrolyzed adjunct can partially replace amylaceous adjuncts without strongly 
impacting the yield and alcohol content of the obtained beer. Therefore, the 
implementation of this simple technology will allow brewers to use this byproduct. 
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INTRODUCCIÓN. 
 
Durante la elaboración de la cerveza el principal subproducto en función al volumen de 
generación es el denominado grano gastado de cervecería (BSG). Éste corresponde a la 
fracción de sólidos insolubles que se generan después del filtrado del mosto dulce una 
vez que los procesos de cocimiento se llevaron a cabo. Es un material lignocelulósico 
con un alto contenido de proteína y una humedad muy alta, lo que lo vuelve inestable 
durante el almacenamiento. La producción mundial anual promedio se estima en 39 
millones de toneladas, con alrededor de 3,4 millones de toneladas producidas en la 
Unión Europea, de las cuales 2 millones se producen en Alemania solamente (FAO 
2016). Se producen alrededor de 20 kg de BSG en húmedo por cada 100 litros de 
cerveza elaborada (Musatto 2014). Se espera que esta industria continúe creciendo, lo 
que por consiguiente provocará la generación de mayores cantidades de este 
subproducto. Las plantas de elaboración de la cerveza en todo el mundo generan gran 
cantidad de subproductos sólidos en forma de salvado de malta y levadura. Actualmente, 
la mayoría del grano usado producido se utiliza como alimento para animales de bajo 
valor, con un valor de mercado de alrededor de € 35 por tonelada (Buffington 2014). 
También son utilizados como fertilizantes o como materia prima para algunos aditivos. 
Estos subproductos están disponibles en grandes cantidades, por lo que la combinación 
de su gran suministro continuo, costo relativamente bajo y potencial valor agregado, lo 
vuelven un objetivo ideal para futuras aplicaciones industriales. La disposición 
inadecuada de estos residuos produce contaminación ambiental y la pérdida de útiles 
recursos biológicos como carbohidratos, proteínas y lípidos. La utilización del material 
de desecho podría verse favorecida por las aplicaciones biotecnológicas originalmente 
ideadas para solucionar otras problemáticas como la obtención de energéticos. Un 
ejemplo de esto es el caso del bioetanol de segunda generación, que busca la obtención 
de etanol a partir de material lignocelulósico de forrajes o desechos agroindustriales. En 
esta línea de pensamiento, el grano gastado de cervecería proviene de una matriz 
alimentaria, por lo que reincorporarlo a su proceso una vez sacarificado es factible 
siempre y cuando sean utilizadas cepas GRAS (generalmente reconocido como seguro) 
durante su tratamiento biológico. Este estudio se centra en la evaluación de tratamientos 
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biológicos para la sacarificación del grano gastado de cervecería y busca seleccionar e 
integrar metodologías que permitan su utilización como adjunto en el proceso de 
elaboración de cerveza tipo lager. 
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ANTECEDENTES 
 
Consumo mundial de cerveza. 
La cerveza es la principal bebida alcohólica consumida en todo el mundo y se ha 
disfrutado por más de 8,000 años. En 2013, alrededor de 1,900 millones de hectolitros se 
fabricaron en todo el mundo, lo que representa un aumento del 35% del consumo desde 
2003. El valor global de la cerveza y las ventas por volumen crecieron un 7% y un 2%, 
respectivamente, en 2010. Se espera que continúe creciendo alrededor del 1.2% en los 
próximos años. El consumo de cerveza representa el 1.5% del consumo total de calorías 
en todo el mundo (FAO 2016). El uso de cereales como materia prima por la industria 
cervecera se puede dividir en dos principales categorías: malta y adjuntos. La malta se 
produce generalmente a partir de cebada debido a su alta actividad diastásica o 
producción de actividad de la amilasa, así como las ventajas tecnológicas que ofrece 
durante los pasos del lavado del grano. Los adjuntos de elaboración de la cerveza se 
producen a partir de la mayoría de los cereales y generalmente consisten en almidones 
de refinados que en fracción o maceración molidas se hidrolizan en dextrinas y 
carbohidratos fermentables. La primera imparte el cuerpo de la cerveza típica y la 
segunda azúcares que se transforman durante la fermentación de la levadura en etanol y 
otros compuestos de aroma y sabor característicos.  
   
Cerveza lager 
La palabra lager viene del verbo alemán lagern, que significa reposar o almacenar. Para 
producir cerveza tipo lager, la cerveza verde se almacena una vez que la fermentación ha 
sido concluida para permitir la maduración del sabor, separación de la levadura y otros 
cambios que mejoran la calidad de la cerveza (Hardwick 1995). En México, casi la 
totalidad de las cervezas producidas son del tipo lager (López et al. 2002). Las cervezas 
tipo lager se llaman cervezas de “fermentación baja” debido al comportamiento de la 
levadura, la cual se asienta al fondo del fermentador conforme se alenta la fermentación 
y la evolución del CO2 no provee suficiente agitación para mantenerla a flote (Hardwick 
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1995). Las levaduras empleadas para elaborar este tipo de cerveza son S. carlsbergensis 
y S. uvarum (Iserentant 1994). Las cervezas tipo lager se elaboran con maltas secadas a 
menores temperaturas, en comparación con las ales. El carácter lupulado se favorece por 
la aromatización tardía, etapa en la cual se adiciona más lúpulo una vez concluida la fase 
de calentamiento en ebullición con esta planta, lo cual permite que una cantidad 
adecuada de aceites permanezcan en el mosto (Bamforth 2000). 
 
Adjuntos cerveceros 
Los adjuntos cerveceros son cualquier fuente de almidón o azúcares fermentables que se 
adicionan al mosto; generalmente son granos sin germinar como cebada, trigo (Triticum 
aestivum), centeno (Secale cereale) y triticale (Triticum secale), al igual que la papa 
(Solanum tuberosum) y tapioca (Manhiot suculenta) (Briggs et al. 1981; López et al. 
2002). También se utilizan derivados de cereales como sémola, harina, granos 
precocidos y jarabes (Briggs et al. 1981). Su adición aumenta el rendimiento de alcohol 
en la fermentación, disminuye el costo de producción y contribuye en el color, sabor, 
aroma, contenido de proteína y retención de espuma de la cerveza (Owuama 1997; 
López et al. 2002). Los grits refinados son preferidos como adjuntos cerveceros debido a 
que contienen más carbohidratos convertibles, menos pigmentos, menos aceite y mejor 
color. Las cervezas resultantes son menos propensas a oxidación y tienen mejor sabor y 
color (Serna-Saldívar 2010). En Estados Unidos, el uso de adjuntos promedia 38% del 
total de materiales usados excluyendo el lúpulo. Los adjuntos más utilizados en este país 
son grits de maíz (46.5%), seguido por el arroz (31.4%), cebada (0.7%) y jarabes (Serna-
Saldívar 1996).  
 
Grits de maíz 
Los grits de maíz se producen por molienda seca de maíz amarillo, proceso con el que se 
remueve el pericarpio y germen dejando únicamente fragmentos de endospermo (Briggs 
et al. 1981). Estos fragmentos son molidos y clasificados. La temperatura de 
gelatinización del almidón de maíz se encuentra entre 62 a 74°C, y es ligeramente menor 
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al asociado a los grits de arroz que va de 64 a 78°C. La sustitución por un 30% de grits 
de maíz, produce compuestos aromáticos similares a los de cerveza elaborada 
únicamente con malta. Sin embargo, los grits de maíz tienen una extracción ligeramente 
menor en comparación a otros adjuntos sin procesar, además de tener una mayor 
cantidad de proteína y grasa (Hardwick 1995).  
 
Grits de arroz 
Los grits de arroz son producto de la molienda seca de arroz, en la cual se eliminan las 
glumas, pericarpio, capas de aleurona y germen. Tras estas operaciones, el arroz es 
clasificado por tamaño. Aproximadamente un 30% de los granos son fracturados durante 
la molienda, produciendo fracciones pequeñas de endospermo, las cuales son 
posteriormente reducidos en tamaño y clasificadas para la producción de grits 
cerveceros. El arroz es preferido por algunos productores de cerveza debido a que 
contiene una menor cantidad de aceite comparado con los grits de maíz. El arroz además 
tiene un aroma y sabor neutral y no influye en el color de la cerveza por lo que son 
preferidos en la producción de cervezas claras. La desventaja del arroz es su alta 
temperatura de gelatinización y que es extremadamente viscoso antes de la licuefacción 
en el cocimiento de los adjuntos. Además, los adjuntos de arroz son aproximadamente 
25% más caros que los grits de maíz (Hardwick1995). 
 
Proceso industrial de producción de cerveza. 
Las cervezas regulares se producen típicamente a partir de cinco ingredientes 
principales: agua, malta de la cebada, adjuntos, lúpulo y levadura. El procesamiento es 
complejo e incluye diversas operaciones unitarias como son: malteo, maceración, 
lavado, cocimiento y fermentación (Serna-Saldivar 2010).  
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Malteo. 
El objetivo del malteo es lograr el máximo porcentaje de germinación y actividad 
diastática de la cebada y concluir el proceso con la menor pérdida posible de materia 
seca. El malteo se divide en tres operaciones secundarias: remojo, germinación y secado. 
El objetivo del remojo es hidratar el grano en condiciones aeróbicas para activar la 
síntesis de ácido giberélico que controlará todo el proceso de germinación. 
Generalmente, la operación se realiza simplemente sumergiendo o asperjando agua 
sobre los granos durante 24 a 80 horas para aumentar la humedad del grano hasta 42 a 
48%. La mayoría de las operaciones tienen lugar en tanques verticales con una base 
cónica o cilindros verticales. Estos recipientes tienen tuberías perforadas para inyectar 
aire. La temperatura del agua juega un papel crítico porque afecta la tasa de hidratación 
y la estabilidad microbiológica del grano. En general, la cebada se hidrata y germina a 
15 °C. Una vez alcanzada la humedad deseada se procede a germinar, este proceso se 
lleva a cabo habitualmente en camas colocadas dentro de habitaciones especiales con 
controles estrictos de temperatura y humedad relativa. Este proceso dura de 4 a 6 días. 
Los procesos se ajustan para lograr la actividad diastática deseada, la división celular y 
con la menor pérdida de materia seca. El secado detiene el proceso de malteado y el 
crecimiento. Las condiciones de secado son críticas para producir diferentes tipos de 
maltas con diferentes actividades enzimáticas, colores y sabores. Las maltas destinadas a 
cervezas tipo Lager son tratadas con menos color y producen mostos de color ámbar 
pálido o paja. Una alta temperatura de secado produce melanoidinas a partir de azúcares 
solubles y aminoácidos, y compuestos complejos que eventualmente afectan el sabor, el 
color y el aroma del mosto y la cerveza. Generalmente estas maltas se destinan a la 
producción de cerveza tipo Ale. Las maltas se deshidratan generalmente hasta un 
contenido de humedad final de aproximadamente 5%. Después del secado, la malta se 
enfría con aire fresco y las raíces y tallos son desprendidas. Los brotes se separan porque 
imparten sabores amargos, contienen alta concentración de compuestos nitrogenados, 
tales como las nitrosaminas (Serna-Saldivar 2010). Los dispositivos utilizados para 
remover los brotes, constan normalmente de una pantalla cilíndrica de rotación lenta 
equipada con un conjunto de batidores que separan los brotes de la malta o equipos 
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neumáticos que impactan la malta para liberar las raicillas que se levantan por aspiración 
de aire (Briggs 1998). 
 
Maceración. 
La cebada es ampliamente usada para producir cerveza y en algunos países como 
Alemania es, por ley, empleada como única fuente de carbohidratos fermentables. Se 
han utilizado otras fuentes de carbohidratos principalmente por su bajo costo y en otros 
casos por ventajas como la producción de mayor delicadeza en el sabor, color más claro 
y mayor uniformidad (López et al. 2002). Algunas cervecerías agregan grits o almidón 
de algún cereal no malteado y gelatinizado como el maíz, arroz o sorgo (Hallgren 1995). 
La mayoría de las cervezas tipo Lager elaboradas en el continente americano se 
producen por el procedimiento de doble maceración porque las formulaciones de grano 
suelen contener una gran cantidad de aditivos amiláceos, como grits de maíz, almidón de 
maíz o harina de arroz. Estos materiales almidonados requieren cocción para conseguir 
la gelatinización completa del almidón. La maceración consiste en dos etapas separadas. 
En la primera, comúnmente conocida como maceración de adjuntos, los adjuntos 
almidonosos y una fracción pequeña de la malta de cebada se mezclan con agua y se 
calientan a 35 ºC. Después de 30 a 60 minutos, se calienta primero a 70 ºC durante 
aproximadamente 30 minutos y luego a 100 ºC durante 30 a 45 min y se deja enfriar 
hasta los 65 °C. El objetivo es hidratar primero los adjuntos y la malta y después 
promueve la gelatinización y conversión del almidón ya que la mayoría de los almidones 
de cereal se gelatinizan a temperaturas superiores a 65 °C. La ebullición se requiere para 
desnaturalizar las proteínas y para inactivar todos los microorganismos y enzimas. Una 
vez que la maceración de los adjuntos está en curso, el segundo macerado se prepara 
mezclando y calentando a 35 °C la mayor parte de la malta y el agua. A continuación, se 
mezclan los contenidos de los dos recipientes. El objetivo de la segunda etapa de 
maceración es convertir el almidón y las proteínas en carbohidratos más simples y 
proteínas o péptidos solubles. Esto se consigue óptimamente programando un aumento 
gradual de temperatura que comienza a 35 °C durante aproximadamente 30 min. La 
temperatura sigue generalmente una rampa de 10 a 15 °C hasta lograr 70 °C. El aumento 
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secuencial de la temperatura favorece las enzimas proteolíticas, seguido de β-amilasa 
que tiene una temperatura óptima de 60 °C, y α-amilasa que tiene una temperatura 
óptima de 70 °C. La alta temperatura de la última etapa de maceración detiene la mayor 
parte de la actividad enzimática, reduce la viscosidad y mejora la fluidez y la capacidad 
de filtración del mosto resultante. Durante esta operación, se agita para conseguir una 
mejor solubilización de la malta y para mejorar la exposición de los adjuntos a la 
hidrólisis enzimática. También es frecuente añadir enzimas extrínsecas tales como 
amilasas, amiloglucosidasas y proteasas para mejorar la extracción y reducir los tiempos 
de trituración. Los diferentes tipos de enzimas requieren diferentes temperaturas óptimas 
para que el programa de temperatura se deba ajustar en consecuencia (Serna-Saldivar 
2010). 
 
Lavado. 
Después de terminar el macerado, el mosto es transferido al túnel del lavado, donde el 
mosto dulce se separa de los granos gastados de cervecería. El túnel del lavado es un 
aparato relativamente poco profundo con un piso de malla doble que está equipado con 
rastrillos que aflojan la estructura del lecho filtrante minimizando la compactación. Se 
deja que los contenidos de masa se precipiten durante 30 minutos para mejorar la 
formación del lecho de filtración natural rico en cáscaras. El mosto dulce se separa por 
filtración a través del suelo de malla doble. En general, en la primera etapa de 
tratamiento, el mosto se recircula a través del lecho de granos gastados con el fin de 
disminuir la turbidez del mosto. El filtrado se lleva a cabo generalmente a temperaturas 
de 65 a 70 ºC y los granos gastados se rocían con agua caliente de entre 75 a 80 ºC. La 
temperatura alta del agua usada para rociar es útil para arrastrar más eficientemente los 
sólidos. El objetivo del lavado es obtener tanto del mosto dulce o extracto con la mínima 
contaminación insoluble. La operación del lavado es considerada el cuello de botella del 
proceso de elaboración de la cerveza. Cuanto más rápidamente se filtre, más cerveza se 
pueden producir diariamente (Serna-Saldivar 2010). 
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Cocimiento. 
El proceso de cocimiento implica la adición de lúpulo a las cervezas. El lúpulo se añade 
al mosto dulce con el fin de impartir el sabor y el olor característico. El tipo y la cantidad 
utilizada afectarán de forma importante el sabor, aroma y sensación en boca final de la 
cerveza. El proceso consiste simplemente en agregar el lúpulo al mosto para promover la 
extracción de solubles por ebullición y lixiviación durante 1.5 a 2.5 horas. Por lo 
general, de la mitad a dos tercios del lúpulo se añaden al comienzo del cocimiento y el 
resto al final del proceso con el objetivo de mantener compuestos volátiles clave que 
realzan el sabor y el aroma de la cerveza. Durante la ebullición, las enzimas se inactivan, 
el mosto se vuelve más oscuro debido a compuestos de mosto intrínsecos y reacciones 
de caramelización y el mosto se vuelve estéril. Durante este tratamiento térmico de 4 a 
12% de agua se pierde debido a la evaporación. Además, algunas proteínas solubles se 
unen a los taninos y precipitan mejorando la claridad. Los lúpulos gastados se eliminan 
del mosto usando el principio de hidromasaje. El mosto de ebullición se hace pasar 
tangencialmente en una gran bañera de hidromasaje equipada con un colector cónico 
situado en la parte central de la base del aparato. El mosto se enfría en un intercambiador 
de calor a aproximadamente 6 °C para cervezas Lager tradicionales. El mosto también es 
aireado con aire estéril con el fin de aumentar su contenido de oxígeno, que es de 
importancia crítica para el crecimiento de la levadura, especialmente durante la fase 
temprana de la fermentación. Durante el enfriamiento, más proteínas se vuelven 
insolubles y se eliminan por centrifugación (Serna-Saldivar 2010). 
 
Fermentación. 
El mosto es fermentado en tanques especiales o reactores equipados con serpentines de 
refrigeración o chaquetas. El mosto es inoculado con 1.5 a 2.5 g de levadura seca/L. 
Durante la primera etapa de fermentación, la levadura se reproduce asexualmente por 
gemación aumentando la biomasa de 4 a 5 veces y utilizando el oxígeno disponible. Así, 
las condiciones cambian gradualmente de aeróbico a anaeróbico. Se considera que 
después de 12 a 24 horas de fermentación las condiciones del reactor son anaeróbicas. 
Durante esta fase, la levadura metaboliza los carbohidratos fermentables y el aminoácido 
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libre para producir etanol y alcoholes de fusel, respectivamente. Los alcoholes de fusel 
principales son isopropanol, amílico, isoamílico y butanol. Durante esta etapa, también 
se produce dióxido de carbono y productos orgánicos intermedios que ayudan a impartir 
el sabor característico de la cerveza (Priest y Stewart 2006). El proceso de fermentación 
se lleva a cabo a baja temperatura de 7 a 15 °C durante 8 a 10 días para cervezas tipo 
Lager. Durante la fermentación, las células de levadura transforman la maltosa y la 
maltotriosa en glucosa que se metaboliza adicionalmente en dióxido de carbono, energía, 
etanol y otros metabolitos orgánicos tales como ácidos orgánicos y compuestos volátiles. 
Aproximadamente un tercio de los azúcares fermentables se transforman en dióxido de 
carbono. En el progreso de la fermentación se suele seguir usando un refractómetro que 
mide la densidad de la cerveza. La densidad inicial del mosto es de aproximadamente 
1,040 y el producto acabado entre 1,008 y 1,010 g/cm3. La producción de ácido orgánico 
disminuye el pH a un nivel de 4.2. El cambio en la acidez coagula algunas proteínas y 
disminuye aún más la solubilidad de algunas resinas ácidas del lúpulo. También durante 
la fermentación cantidades importantes de nitrógeno soluble se metabolizan en alcoholes 
de fusel que afectan las propiedades organolépticas de la cerveza. Además, la dulzura de 
las cervezas se debe a los azúcares residuales que no se han fermentado a alcohol. La 
mayoría de las cervezas se mantienen en tanques cerrados a una temperatura de 0 °C 
durante 4 a 6 semanas adicionales con el fin de reducir aún más el oxígeno a un nivel de 
menos de 0.2 ppm y mejorar el aroma, debido a cambios químicos tales como la 
generación de diacetilo, dimetilsulfuro y sulfuro de hidrógeno (Bamforth 2003). 
 
Subproductos cerveceros. 
Las plantas de elaboración de la cerveza en todo el mundo generan gran cantidad de 
subproductos sólidos en forma de salvado de malta generalmente llamado grano gastado 
de cervecería y pasta de levadura de desecho. Estos residuos son a menudo 
transformados en alimento para ganado o fertilizantes. Estos subproductos son 
generados en grandes cantidades por lo que la disposición inadecuada de estos residuos 
produce contaminación ambiental y la pérdida de útiles recursos biológicos. 
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Grano gastado de cervecería (BSG). 
Es el principal subproducto de la industria cervecera, que representa alrededor del 85% 
del total de subproductos generados. El BSG es generado durante el macerado dentro de 
la elaboración de cerveza, en este proceso ocurre una conversión enzimática que libera 
los azucares disponible en la malta a un líquido dulce conocido como mosto. La parte 
insoluble se deja sedimentar y se realizan repetidos lavados para terminar de extraer la 
totalidad de los azucares fermentables en un proceso conocido como lavado, el mosto 
dulce es el sustrato para la elaboración de cerveza, mientas la fracción solida residual 
corresponde al grano gastado de cervecería (Mussatto et al. 2008). El grano gastado de 
cervecería se compone principalmente de la cáscara, pericarpio y cubiertas de la semilla 
de la cebada. Dependiendo del tipo de cerveza del que procede el grano gastado de 
cervecería puede contener residuos de malta de cebada y adjuntos, es decir, fuentes de 
azucares fermentables que no corresponden a la malta, como pueden ser trigo, arroz o 
maíz (Mussatto et al. 2008). Dependiendo de la uniformidad del malteado, pueden 
quedar en mayor o menor cantidad restos de almidón en el endospermo y restos de pared 
celular. Aun así, el contenido de almidón es insignificante comparado a los compuestos 
de las paredes celulares de la cascara, pericarpio y cubiertas de la semilla, las cuales son 
abundantes en polisacáridos de celulosa y no-celulosa, lignina, algunas proteínas y 
lípidos. La cáscara a su vez presenta altos contenidos de silicio y polifenoles (Mussatto 
et al. 2006). La composición química del BSG varía dependiendo del tipo de malta, 
tiempo de cosecha, condiciones de malteo y macerado, además del tipo y cantidad de 
adjuntos adicionados para la elaboración del mosto (Santos et al. 2003). Pero de manera 
general el BSG es considerado un material lignocelulósico rico en proteína y fibra, que 
puede alcanzar un 20 y un 70% de estos compuestos respectivamente (Huige 1994; 
Santos et al. 2003).  
 
Composición de materiales lignocelulósicos. 
Compuestos principalmente de tres tipos diferentes de polímeros, celulosa, hemicelulosa 
y lignina (Fengel y Wegener 1984), envueltos en una compleja estructura. Este tipo de 
materiales son los más abundantes en la naturaleza. 
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Celulosa. 
Está conformada por subunidades de D-glucosa, unidas por b-1,4 glicosídicos (Fengel y 
Wegener 1984), monosacárido de gran importancia en la fermentación. La celulosa 
posee dos estructuras una cristalina (organizada) y otra amorfa. Las cepas de celulosa 
son “empaquetados” denominados fibrillas de celulosa. Estas fibrillas de celulosa son en 
su mayoría independientes y débilmente vinculados a través de uniones de hidrógeno 
(Laureano-Pérez et al. 2005). 
 
Hemicelulosa. 
Carbohidrato complejo y heterogéneo ya que su estructura posee diferentes polímeros 
como pentosas: xilosa y arabinosa; hexosas: como manosa, glucosa y galactosa; y ácidos 
entrelazados entre sí glucosídicamente. Muchas de ellas, en la degradación hidrolítica 
dan, junto a glucosa, manosa, galactosa, etc (Palacio 1956). La hemicelulosa sirve de 
conexión entre la lignina y las fibras de celulosa y da toda la rigidez a la red de celulosa, 
hemicelulosa y lignina (Laureano-Pérez et al. 2005). 
 
Lignina. 
Heteropolímero amorfo que consta de tres diferentes unidades de fenilpropano 
(pcoumaril, coniferil y sinapil alcohol) que se mantienen unidos por diferentes enlaces. 
El heteropolímero amorfo no es soluble en agua y es ópticamente inactivo; todo esto 
hace que la degradación de la lignina sea muy complicada (Fengel y Wegener 1984). 
 
Degradación de material lignocelulósico. 
Su objetivo es maximizar el potencial de uso de subproductos agroindustriales, cuya 
disposición final es un gran problema ambiental. La biomasa lignocelulosica rica en 
polímeros de celulosa y hemicelulosa se encuentra entre 75-80%, los cuales, pese a su 
dificultosa degradación, es posible desdoblarlos a azucares monosacáridos mediante 
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procesos químicos, físicos y biológicos para su posterior conversión a etanol. La 
hidrolisis enzimática de los carbohidratos complejos se considera como la tecnología 
más ecológicamente amigable para el tratamiento de esta biomasa. Desde el punto de 
vista microbiano, la biomasa lignocelulósica representa un ecosistema complejo en el 
que las condiciones afectan el desarrollo de la microbiota y favorece el crecimiento de 
aquellos microorganismos que posean las enzimas capaces de degradar moléculas 
complejas como la celulosa y la hemicelulosa presente en esta biomasa y que podría ser 
utilizada como fuente de carbohidratos fermentable para la obtención de alcohol (Soares 
et al. 2012). Generalmente, a nivel industrial, la bioconversión del material celulósico a 
azucares fermentables se realiza utilizando un mix de reacción complejo compuesto de 
múltiples enzimas que puedan realizar la hidrólisis completa. El coste de la producción 
de dichos mixes sigue siendo elevado debido a las múltiples operaciones unitarias, de 
aireación, bombeo, agitación, neutralización y purificación (Maki, et al. 2009). Diversos 
organismos capaces de producir enzimas hemiceluloliticas capaces de realizar la 
hidrolisis total de los diferentes biopolímeros se han podido aislar de diferentes fuentes 
ambientales naturales, como el compost (Amore et al. 2013; Sizova, et al. 2011). 
Pertenecen a grupo de microorganismos específicos capaces de sintetizar celulasas, 
xilanasas y otros biocatalizadores necesarios para la completa hidrólisis de los 
componentes recalcitrantes de la biomasa lignocelulosica (Taherzadeh y Karimi 2007) 
Los microorganismos celuloliticos pueden sintetizar diversas enzimas como 
endoglucanasas, exoglucanasas, incluyendo D-celodextrinasas, celobiohidrolasas y ß-
glicosidasa, las cuales cooperan en la degradación de la celulosa. De hecho, los 
microorganismos hemiceluloliticos producen xilanasas para degradar xilano en xilosa, 
entre estas enzimas están las endo-β-1,4-xilanasas y β-xilosidasas así como otras 
enzimas auxiliares como las α-glucuronidasas, α-arabinofuranosidasas, acetilesterasas y 
acetil-xilan-esterasas (Saini y Tewari 2012.). 
 
Tratamientos biológicos.  
En este tratamiento el material lignocelulósico se somete a la acción de determinadas 
enzimas o microorganismos, como los hongos de la podredumbre blanca, marrón o 
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blanda. El objetivo es degradar la lignina y la hemicelulosa, eliminando las barreras que 
protegen la celulosa y haciéndola más accesible al posterior ataque enzimático, por lo 
que generalmente se hace necesario hacer primero un tratamiento con hongos y 
posteriormente con las enzimas. Tratamiento con hongos: Utiliza microorganismos 
como hongos de podredumbre marrón, blanco y suave se para degradar lignina y 
hemicelulosa en los materiales de desecho. La podredumbre marrón ataca la celulosa, 
mientras que la podredumbre blanca y suave ataca tanto la celulosa como la lignina. 
Hongos de pudrición blanca (basidiomicetos) son los más eficaces para el pretratamiento 
biológico de materiales lignocelulósicos. Los hongos usados fueron Ceriporiopsis 
subvermispora, Dichomitus squalens, Pleurotus ostreatus, y Coriolus versicolor (Fan et 
al. 1987). 
 
Streptomyces setonni. 
Las actinobacterias, principalmente Streptomyces, son conocidas como los principales 
microbios que degradan la biomasa vegetal en los bosques pantanosos, están 
involucrados en la degradación de glucósidos complejos como la quitina y la celulosa y 
son fundamentales en la degradación de lignina y polifenólicos (Castillo et al. 2013). La 
degradación de la biomasa en el proceso de compostaje, incluida la deconstrucción de la 
lignocelulosa recalcitrante, se realiza completamente mediante enzimas bacterianas. 
(Martins et al. 2013). 
 
Trichoderma harzianum. 
Este es un hongo filamentoso, amorfo y asexual, comúnmente recolectado en suelos de 
todas las latitudes, en la rizosfera y en materia orgánica herbácea en descomposición. 
Trichoderma sp secreta enzimas que son capaces de degradar polisacáridos como 
quitina, celulosa y hemicelulosa. Las enzimas secretadas por este hongo han sido bien 
caracterizadas por diversos grupos y han sido utilizadas durante las últimas seis décadas 
en diferentes aplicaciones en las industrias textiles, de papel, de alimentos y bebidas. Su 
gran potencial para la degradación le han hecho acreedor de aplicaciones como la 
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conversión de biomasa de plantas a azucares fermentables para la producción de 
bioetanol de segunda generación (Cologna et al. 2018). 
 
Pleurotus ostreatus. 
Pleurotus spp., comúnmente conocido como hongo de la ostra, es un descomponedor 
primario común de madera y vegetal residuos (Zadrazil y Kurtzman 1981). Puede ser 
naturalmente encontrado en selvas tropicales y subtropicales, y puede ser cultivado 
artificialmente (Maziero et al. 1992). Apreciado por su delicioso sabor, este hongo tiene 
altas cantidades de proteínas, carbohidratos y minerales como calcio, fósforo y hierro. 
También posee vitaminas como tiamina, riboflavina y niacina, así como baja grasa 
(Sturion y Oetterer 1995). Por muchas razones, los hongos del género Pleurotus se han 
estudiado intensamente en muchas partes diferentes en el mundo: tienen un alto valor 
gastronómico, son capaz de colonizar y degradar una gran variedad de residuos 
lignocelulósicos, requieren un tiempo de crecimiento más corto cuando se los compara 
con otros hongos comestibles, demandan pocos controles ambientales, sus cuerpos 
fructíferos no son muy a menudo atacados por enfermedades y plagas y se pueden 
cultivar de una manera simple y barata (Patrabansh y Madan 1997). 
 
Aspergillus oryzae. 
Aspergillus oryzae, comúnmente conocido como koji, ha sido utilizado históricamente 
en fermentaciones alimentarias asiáticas como la salsa de soja, miso, sake y otros 
productos japoneses tradicionales. Naturalmente produce enzimas amilolíticas y 
proteolíticas (Machida et al 2008). A pesar de estar relacionado con Aspergillus flavus 
productor de aflatoxina, Aspergillus oryzae se clasifica como GRAS a pesar de contener 
homólogos de varios genes de la ruta de biosíntesis de las aflatoxinas no las produce 
debido a mutaciones en su genoma como deleciones y otros defectos genéticos que han 
llevado a silenciar la vía de la aflatoxina en Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae 
(Kiyota et al 2011). 
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JUSTIFICACIÓN. 
 
La producción mundial anual promedio de cerveza se estima en 39 millones de 
toneladas. Al finalizar el proceso de producción de cerveza, el principal subproducto, 
que representa alrededor del 85% del total de subproductos generados, es el denominado 
grano gastado de cervecería, del cual se producen alrededor de 20 kg por cada 100 litros 
de cerveza elaborada. Este subproducto es generado en gran cantidad por lo que su 
disposición inadecuada produce contaminación ambiental y pérdida de recursos 
biológicos.  
Se espera que la industria cervecera continúe creciendo, lo que por consiguiente 
provocará la generación de mayores cantidades de BSG. Este subproducto ha sido 
pobremente explotado, a menudo transformado en alimento para ganado o fertilizantes. 
Se busca maximizar su potencial de uso, al tratarse de un material rico en carbohidratos 
complejos que podrían ser utilizados en la obtención de productos de valor agregado si 
son tratados de la forma adecuada. La utilización de este material de desecho podría 
verse favorecida por las aplicaciones biotecnológicas. 
Este estudio se centra en la evaluación de tratamientos biológicos, como es la 
fermentación en sustrato sólido utilizando diversos microorganismos con actividades 
lignocelulolíticas previamente reportadas para la sacarificación del grano gastado de 
cervecería (Streptomyces setonni, Aspergillus oryzae, Pleurotus ostreatus y Trichoderma 
harzianum). Además, busca seleccionar e integrar metodologías que permitan la 
utilización del BSG como adjunto en el proceso de elaboración de cerveza tipo lager. 
Este proyecto determinará cuál de los tratamientos a probar es el más efectivo, 
recolectando datos que sirvan de evidencia para la posterior introducción de un proceso 
a industrias cerveceras locales, mejorando la producción, ahorrando costos y reduciendo 
la contaminación ambiental y desperdicio de recursos naturales basados en un esquema 
de economía verde. 
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HIPÓTESIS. 
 
El tratamiento del grano gastado de cervecería mediante un proceso de fermentación en 
sustrato sólido con un microorganismo, permite obtener un producto que funcione como 
fuente de carbohidratos fermentables y enzimas exógenas para un proceso de 
elaboración de cerveza tipo Lager. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
18 
 
OBJETIVOS 
 
Objetivo general. 
Generar un adjunto cervecero a partir de grano gastado de cervecería, mediante 
tratamientos biológicos de fermentación en sustrato sólido, que sea una fuente de 
azucares fermentables y enzimas exógenas para la producción de una cerveza tipo lager 
de buena calidad. 
 
Objetivos específicos. 
 
1. Seleccionar el microorganismo que tenga un perfil de producción enzimática más 
adecuado para la hidrólisis de material lignocelulósico a partir de los 
microorganismos Streptomyces setonni, Aspergillus oryzae, Pleurotus ostreatus y 
Trichoderma harzianum. 
 
2. Evaluar la cinética de crecimiento del microorganismo elegido, así como la 
producción de enzimas (α-amilasa, β-amilasa, amiloglucosidasa, pululanasa, exo-
glucanasa, endo-glucanasa, y xilanasa) durante la fermentación en sustrato sólido 
sobre el grano gastado de cervecería.  
 
3. Obtener y caracterizar fisicoquímicamente mostos dulces utilizando el adjunto 
hidrolizado.  
 
4. Obtener, caracterizar y comparar las propiedades de cerveza lager con adjunto 
hidrolizado contra una cerveza lager regular. 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
Estrategia general. 
La metodología se puede dividir en seis pasos principales: A) la selección de una cepa 
microbiana que sea capaz de generar enzimas que degraden el material lignocelulósico 
B) la caracterización del grano gastado de cervecería, C) la deslignificación del grano 
mediante fermentación sustrato sólido, D) la caracterización del producto hidrolizado E) 
la producción del mosto dulce y F) la fermentación del mosto lupulado a cerveza. El 
esquema general se muestra en la Figura 1. 
 
 
Figura 1. Estrategia general de trabajo. 1) Selección de una cepa microbiana que sea capaz de generar 
enzimas que degraden el material lignocelulósico. 2) Caracterización del grano gastado de cervecería, 3) 
Deslignificación del grano mediante fermentación sustrato sólido, 4) Caracterización del producto 
hidrolizado 5) Producción del mosto lupulado  y 6) Fermentación del mosto lupulado a cerveza. 
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Evaluación de la actividad enzimática en medio sólido. 
Se evaluaron cuatro cepas de diferentes microorganismos: Streptomyces setonni, 
Trichoderma reesi, Pleurotus ostreatus y Aspergillus oryzae. Después de ajustar la 
turbidez de la suspensión de microorganismos a 0.5 unidades de McFarland, los 
microorganismos se inocularon en los agares recomendados para cada cepa. Todas las 
cepas fueron analizadas para actividades endocelulasa, exocelulasa, celobiasa, xilanasa y 
pectinasa. La actividad fue registrada como Índice de actividad enzimática relativa 
(Saini y Tewari 2012.): 
Ienzima= diámetro del halo /diámetro de la colonia 
Actividad endocelulolítica.  
Se evaluó de forma semi cuantitativa por método de difusión en agar CMC. El contenido 
del agar fue: 5 g de carboximetilcelulosa [Sigma–Aldrich], 1 g (NH4)NO3, 1 g de 
extracto de levadura, 50 ml de solución estándar de sales, 1 ml de solución de elementos 
trazas y 950 ml de agua destilada. Después de 4 días de incubación a 28°C las placas 
fueron teñidas con una solución de Rojo de Congo al 0.1% por 30 minutos, seguido de 
un lavado con solución de NaCl 5M (Pepe et al. 2013). 
Actividad exocelulolítica.  
Fue estimada al inocular las bacterias en agar Avicel, es decir utilizando celulosa 
microcristalina como única fuente de carbono. El contenido del agar fue: 5 g de Avicel 
[Sigma–Aldrich], 1 g (NH4)NO3, 1 g de extracto de levadura, 50 ml de solución estándar 
de sales, 1 ml de solución de elementos trazas y 950 ml de agua destilada. Se midió el 
crecimiento de las colonias después de 4 días a 28°C (Pepe et al. 2013). 
Actividad celobiohidrolasa. 
Se realizó en agar celobiosa. El contenido del agar fue: 10 g de peptona, 15 g de agar 
[Oxoid], 7.5 g de celobiosa, 0.06 g de azul de bromotimol [Sigma-Aldrich] y 950 ml de 
agua destilada. Después de la incubación a 28°C por 3 días, la actividad enzimática fue 
determinada por la medición de halos amarillos alrededor de la colonia (Ventorino et al. 
2015). 
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Actividad xilanasa. 
Se realizó en agar LB [Oxoid] adicionando con 0.05% de remazol azul brillante y 0.5% 
de xilano [Sigma-Aldrich]. Después de 4 días de incubación a 28°C se determinó la 
hidrólisis del xilano al observar el halo claro alrededor de las colonias (Ko et al. 2012). 
Actividad pectinasa. 
Se midió en agar cuyo contenido fue: 2 g de pectina [Sigma–Aldrich], 1 g de extracto de 
levadura, 50 ml de solución estándar de sales, 1 ml de solución de elementos trazas, 5 g 
de CaCO3 y 950 ml de agua destilada. Después de 4 días a 28 °C las placas fueron 
reveladas con una solución al 1% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio. Después de 
30 min, se midió el halo decolorado alrededor de las colonias (Pepe et al. 2013). 
 
Caracterización química y física del grano gastado. 
El grano gastado fue proporcionado por la cervecería Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken 
(Monterrey, México). 
Humedad.  
Fue analizada por un método de ensayo gravimétrico 44-15 (AACC 2000) donde las 
muestras de se secaba en un horno a 100 º C. Las muestras fueron molidas usando un 
molino ciclón UDY. 
Contenido de proteína.  
Fue obtenido mediante la determinación del contenido de nitrógeno total por el 
procedimiento Kjeldhal basado en método 46-13.01 (AACC 2000). Brevemente, las 
muestras fueron digeridas con ácido sulfúrico y catalizadores. Luego, el hidrolizado fue 
destilado con exceso de álcali (NaOH) para convertir NH4 a NH3. El NH3 fue recuperado 
por destilación del producto reacción. Posterior titulación con una solución de ácido 
clorhídrico normal cuantificando la cantidad de amoníaco en la solución receptora con 
un cambio de color. El nitrógeno fue convertido a proteína multiplicando por el factor de 
6.25. 
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Contenido de lípidos 
Fue determinado mediante el método Goldfish de extracción continua con solvente. La 
muestra pulverizada se colocó en un dedal filtrante cerámico y se mantuvo por 4 horas 
en el equipo utilizando éter etílico anhidro como solvente, el cual fue retirado y la grasa 
fue determinada gravimétricamente (Nielsen S. 2003). 
Contenido de fibra 
Fue obtenido mediante la determinación del contenido de fibra dietética total 
correspondiente a las determinaciones conjuntas de fibra dietética soluble e insoluble.  
Se determinó utilizando un kit de Megazyme® Total dietary fiber, K-TDFR-100. 
AOAC. Método 985.29. En material desgrasado (contenido de grasa > 10%). Las 
muestras se trataron a ~ 100 ° C con α-amilasa termoestable para gelatinizar, hidrolizar y 
despolimerizar el almidón; seguido de incubación a 60 ° C con proteasa (para solubilizar 
y despolimerizar proteínas) y amiloglucosidasa (para hidrolizar fragmentos de almidón a 
glucosa); y tratado con cuatro volúmenes de etanol para precipitar la fibra soluble y 
eliminar proteína y glucosa (de almidón). El residuo fue filtrado; lavado con etanol al 
78%, etanol al 95% y acetona; secado y pesado. Un duplicado se analizó en busca de 
proteínas y el otro se calcinó a 525 °C para determinar la ceniza. El contenido de fibra 
dietaria total es el peso del filtrado y residuo seco menos el peso de la proteína y la 
ceniza (AOAC 2007) 
Contenido de almidón. 
El procedimiento se llevó a cabo con el kit de Megazyme que utiliza α amilasa 
termoestable y amiloglucosidasa para convertir almidón en glucosa. La glucosa se 
cuantificó después de la reacción de oxidasa de glucosa en un espectrofotómetro a 510 
nm (AOAC 1980).  
Contenido de ceniza.  
El contenido de cenizas se determinó utilizando el método gravimétrico en el que las 
muestras son incineradas en un horno de mufla a 550°C. El procedimiento utilizado se 
basó en el método 08-01 (AACC 2000).  
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Fermentación del grano gastado  
Se cultivó en placas de agar papa dextrosa a 30 °C durante cinco días. Entonces se 
recogieron las esporas y se contaron en una cámara de Neubauer y se inocularon en 
caldo de papa dextrosa y se dejaron crecer durante cinco días adicionales en una 
incubadora con agitación a 30 °C y 200 rpm. El medio se centrifugó a 1000 g durante 10 
minutos en tubos estériles para concentrar micelio. Se inoculó el grano gastado de 
cervecería con el micelio fresco de Aspergillus oryzae equivalente al 1% del peso del 
grano gastado. La cinética de crecimiento se realizó monitoreando el crecimiento del 
hongo en el grano gastado de cervecería con el fin de determinar la viabilidad y el 
crecimiento de Aspergillus oryzae durante todo el proceso. Las muestras se tomaron 
todos los días. La preparación de la muestra fue de acuerdo con las disposiciones del 
método 995.21 para cuenta de hongos y levaduras en alimentos (AOAC 1980). La 
muestra fue diluida en tampón salino fosfato primario para obtener una distribución 
uniforme. La dilución luego se inoculó en medio PDA acidificado a un 3.5 pH usando 
ácido tartárico de 1%. Después de incubación a 25 °C, las colonias fueron contadas 
después de 72 horas mediante un contador de colonias manual. El peso de los matraces 
junto con la matriz era medido diariamente a partir de 0 días (inmediatamente después 
de la inoculación) durante un período de 12 días. Diferencia en el peso de planos en 
intervalo diario y el tiempo de 0 días indica la pérdida de agua y fue reemplazado 
asépticamente con adición de agua estéril para mantenimiento del 50% de contenido de 
humedad. 
Monitoreo de la producción de enzimas  
α-amilasa.  
La actividad enzimática de α amilasas en el BSG tratado con A. oryzae, se determinó 
utilizando un kit de Megazyme® Ceralpha, K-Cera 02/17, basado en colorimetría 
utilizando como sustrato, el oligosacárido "P-nitrofenil maltoheptaósido bloqueado en el 
extremo no reductor" (BPNPG7) en presencia de niveles excesivos de una α glucosidasa 
termoestable. En la hidrólisis del oligosacárido por acción de las α-amilasa, la α-
glucosidasa presentes en la mezcla da hidrólisis instantánea y cuantitativa del sustrato a 
glucosa y p-nitrofenol libre. La reacción finaliza y los iones fenolato se desarrollan 
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mediante la adición de álcali diluido. La absorbancia se lee a 400 nm y el valor obtenido 
se correlaciona directamente con la actividad α-amilasa. 
β-amilasa.  
La actividad enzimática de β amilasas en el BSG tratado con A. oryzae, se determinó 
utilizando un kit de Megazyme Betamyl-3, K-Beta3 10/10, basado en colorimetría 
utilizando como sustrato el oligosacárido p-nitrofenil-β-D-maltotriosida (PNPβ-G3). En 
la hidrólisis del PNPβ-G3 a maltosa y p-nitrofenil-β-Dglucosa por β-amilasa, la p-
nitrofenil-β-D-glucosa es inmediatamente escindido a D-glucosa y p-nitrofenol libre por 
la β-glucosidasa presente en la mezcla de reacción. La reacción finaliza y los iones 
fenolato se desarrollan mediante la adición de álcali diluido. La absorbancia se lee a 400 
nm y el valor obtenido se correlaciona directamente con la actividad β- amilasa (Santos 
y Riss 1996)  
Amiloglucosidasa.  
La actividad enzimática de amiloglucosidasa en el BSG tratado con Aspergillus oryzae 
se determinó mediante el ensayo colorimétrico de Megazyme R-AMGR3. El método 
utiliza el p-nitrofenil β-D-maltosido, β-glucosidasa que en presencia de 
amiloglucosidasa permiten la degradación hasta D-glucosa y p-nitrofenol libre. La 
reacción finaliza y los iones fenolato se desarrollan mediante la adición de álcali diluido. 
La absorbancia se lee a 400 nm y el valor obtenido se correlaciona directamente con 
actividad amiloglucosidasa (McCleary et al. 1991).  
Pululanasa.  
La actividad enzimática de pululanasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determinó 
utilizando un kit de Megazyme PullG6, K-PullG6 06/17, basado en colorimetría 
utilizando como sustrato el 4,6-O-bencilideno-4-nitrofenil-6-α-D-maltotriosil-
maltotriosa (BPNPG3G3), junto con las enzimas auxiliares α-glucosidasa y β-
glucosidasa. Tras la hidrólisis del sustrato en el enlace 1,6-α mediante pululanasa, el 4-
nitrofenil-β-maltotriosido liberado se hidroliza inmediatamente a glucosa y 4-nitrofenol 
por la acción de la α-glucosidasa y β-glucosidasa de la mezcla de reactivos. La reacción 
finaliza y los iones fenolato se desarrollan mediante la adición de álcali diluido. La 
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absorbancia se lee a 400 nm y el valor obtenido se correlaciona directamente con la 
actividad pululanasa (Mangan et al. 2015). 
Betaglucanasa.  
La actividad enzimática de betaglucanasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determinó 
utilizando un kit de Megazyme Azo-Barley Glucan Method, K-MBGL 03/11. El método 
utiliza el sustrato de Azo- glucano de malta, el cual se despolimeriza mediante β-
glucanasa a fragmentos que son solubles en presencia de una solución precipitante. Se 
centrifuga la mezcla de reacción, y se mide la absorbancia a 590 nm del sobrenadante, la 
cual está directamente relacionada con el nivel de betaglucanasa (Rotter et al. 1990). 
Celulasa.  
La actividad enzimática de celulasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determinó 
utilizando un kit de Megazyme AZO-CM-Cellulose. S-ACMCL 09/12. El método utiliza 
el sustrato AZO-CMC, el polisacárido se tiñe con azul brillante Remazol hasta una 
extensión de aproximadamente una molécula de colorante por cada 20 residuos de 
azúcares, el cual es despolimerizado para producir fragmentos de bajo peso molecular 
teñidos que permanecen en solución al agregarse una solución precipitante a la mezcla 
de reacción. El material de alto peso molecular se elimina por centrifugación y el color 
del sobrenadante se mide y se compara a una curva estándar. 
Xilanasa.  
La actividad enzimática de xilanasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determinó 
utilizando un kit de Megazyme AZO-WAX. K-AZOWAX 09/04. El método utiliza el 
sustrato de Azo- arabinoxilano de trigo el cual se despolimeriza mediante xilanasa a 
fragmentos que son solubles en presencia de una solución precipitante. Se centrifuga la 
mezcla de reacción, y se mide la absorbancia a 590 nm del sobrenadante, la cual está 
directamente relacionada con el nivel de xilanasa (McCleary, 1999). 
 
Producción del mosto a partir del grano gastado inoculado 
Para la producción del mosto se utilizó una mezcla de 60% malta de cebada, 10% de 
almidón de maíz, 20% de grits de maíz y 10% de grano gastado inoculado con 
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Aspergillus oryzae. Como mosto control se utilizó una mezcla de 60% malta de cebada, 
20% almidón de maíz y 20% grits de maíz. La malta de cebada utilizada fue malta de 
cebada diastática y desglumada deshidratada fue proporcionada por la cervecería 
Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken (Monterrey, México). El almidón nativo de maíz se 
obtuvo de Industrias Mexstarch SAPI de CV (Monterrey, México). Se obtuvieron los 
grits de maíz amarillo de Agroindustrias Integradas del Norte SA de CV (Guadalupe, 
México) con un tamaño de partícula de malla de 40-60. 
Proceso de maceración.  
Los adjuntos se mezclaron con 10% de la cantidad total de malta, luego se mezcló con 
agua desionizada en una relación 1: 2,3 y se calentó primero a 50°C durante 30 minutos 
y luego se aumentó la temperatura hasta la ebullición. Después de alcanzar de ebullición, 
el calor se interrumpió y el contenido se dejó enfriar a 67 °C. 
Etapa de conversión.  
El resto de la malta se mezcló con agua desionizada en una relación 1: 2.7 y se calentó a 
45 ºC. A continuación, el contenido del puré de malta adjunto se mezcló con la 
suspensión y se incubaron a una temperatura de 55 °C durante 30 minutos. Después, la 
temperatura de la mezcla se elevó a 76 °C y se mantuvo durante 30 minutos para el 
control de malta de cebada 45 min para el tratamiento. Posteriormente, la temperatura se 
aumentó hasta la ebullición y el contenido se dejó enfriar. 
Lavado. 
El puré se filtró primero a través de un tamiz de malla 20 que retiene las partículas 
gruesas. El filtrado resultante se hizo pasar además a través de una malla 60 para 
eliminar las partículas finas insolubles. Los granos cerveceros gastados se rociaron tres 
veces con agua caliente a 80 ºC para maximizar la recuperación de compuestos solubles. 
Los grados Plato y el volumen del mosto resultante se midieron con el fin de calcular la 
cantidad de agua necesaria para ajustar el mosto a 15 °P. el grado plato fue medido con 
un refractómetro manual con 0 a 30° escala de Plato. El volumen final ajustado se 
registró como rendimiento de mosto. 
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Adición de Lúpulo. 
Los lúpulos fueron donados por la cervecería de Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken 
(Monterrey, México). La variedad utilizada fue cascada en forma de pellets y con 15 
unidades de amargor. Esta variedad de lúpulo contiene 5.5 a 9% de ácido alfa y 6-7.5% 
de ácido beta. El contenido de aceite esencial total es de 0.8-2.5 mL/100 g. Los gránulos 
de lúpulo Cascade se añadieron al mosto dulce ajustado a 15° Plato en una relación de 
0.35 g / 50. En un recipiente, el 90% del lúpulo se añadieron al mosto dulce antes de 
calentar a ebullición durante 50 minutos. Los restantes 10% lúpulo se añadieron 10 
minutos antes de suspender calor. El mosto lupulado se centrifugó a 1,800 x G durante 
10 minutos a fin de eliminar los lúpulos gastados y los sólidos Trub por decantación, y 
luego se ajustó con agua estéril a 15 °P. 
Caracterización de los mostos.  
Amino nitrógeno libre (FAN).  
Se determinó por un método de espectrofotometría mediante colorimetría después de la 
reacción de la ninhidrina. El procedimiento de mostos se basaba en el método 8.10 (EBC 
2008) da una estimación de los aminoácidos, amoníaco y además, los grupos del 
nitrógeno amino alfa terminal de péptidos y proteínas. 
Carbohidratos fermentables.  
El contenido de fructosa, glucosa y azúcares con 2 y 3 grado de polimerización se 
determinaron mediante cromatografía líquida alta en rendimiento (HPLC) con detector 
de índice de refracción. Se utilizó el método 8.7 (EBC 2008). 
Color.  
Este fue determinado por espectrofotometría (IM) y se midió a 430 nm. El método 
utilizado fue el 8.5 (EBC 2008). 
pH.  
Se midió con un potenciómetro previamente calibrado con tampones de pH 4.0 y 7.0.  
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Rendimiento.  
El rendimiento ajustado se midió volumétricamente; mientras que el grano gastado  y los 
sólidos perdidos por centrifugación se analizaron gravimétricamente. 
Fermentación del mosto a cerveza 
Oxigenación.  
El mosto que se transporta en jarras de litro esterilizado se vierte en un matraz de 6 litros 
dentro de una campana microbiológica equipada con un mechero de Bunsen alimentadas 
a gas para evitar la contaminación cruzada. Un oxigenador previamente esterilizado fue 
introducido en el mosto, a través de un tubo esterilizado con una válvula. El tiempo de 
oxigenación se estableció en 5 minutos. Dentro del área estéril, el mosto oxigenado fue 
trasladado al reactor de fermentación  
Inoculación.  
Una vez que el mosto llegó a la temperatura de 12 °C, se agregó levadura en un 
equivalente a 6 x 106 células/ml. Se utilizó levadura tipo lager fresca de Saccharomyces 
spp. Esta fue proporcionada por la cervecería de Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken 
(Monterrey, México). 
Fermentación.  
La fermentación lager duró 120 horas. Las primeras 24 horas fueron fijadas en 12 °C y 
luego a 15 °C para las restantes 96 horas. Se tomaron muestras a las 0 y 120 horas para 
los análisis de mosto y cerveza.  
Maduración. 
Después de 120 horas de fermentación, el procedimiento de maduración tuvo lugar. La 
temperatura de los tanques de fermentación se fijó en 2 °C durante 24 horas. Concluido 
el proceso de maduración, el sedimento de levadura fue removido. 
Almacenamiento. 
La cerveza se almacenó en jarras de vidrio estéril a 2°C hasta su posterior análisis. Las 
jarras fueron cubiertas con papel de aluminio y una cantidad mínima de espacio fue 
dejada para prevenir oxidación y deterioro.  
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Análisis de la cerveza.  
El análisis de la cerveza se basa en el European Brewing Convention (EBC 2008) y la 
sociedad americana de químicos en elaboración de la cerveza (ASBC 1994).  
Amino nitrógeno libre (FAN).  
Se determinó por un método de Espectrofotometría mediante colorimetría después de la 
reacción de la ninhidrina. El procedimiento en cervezas se basaba método 9.10 (EBC 
2008). Da una estimación de los aminoácidos, amoníaco y además, los grupos del 
nitrógeno amino alfa terminal de péptidos y proteínas.  
Densidad.  
Los valores de gravedad específica densidad de la cerveza fueron obtenidos usando 
metros de densidad digital del tipo de oscilación. En cervezas el método utilizado fue 
9.43.2 (EBC 2008).  
pH.  
El pH de la cerveza se determinó utilizando un sensor potenciómetro instalado en el 
tanque de fermentación. Las mediciones se realizaron cada minuto durante las 120 horas 
de la fermentación.  
Carbohidratos fermentables.  
El contenido de fructosa, glucosa y azúcares con 2 y 3 grado de polimerización se 
determinaron mediante cromatografía líquida alta en rendimiento (HPLC) con detector 
de índice de refracción. En cervezas el método empleado fue el 9.27 (EBC 2008).  
Extracto.  
En cervezas, se calcularon el extracto real y aparente, y su gravedad original (EBC 
2008).  
Atenuación.  
La atenuación aparente es el porcentaje de azúcar que se convierte en alcohol y CO2 por 
levadura. La atenuación aparente se obtiene de la gravedad específica convertida al 
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extracto original como se muestra en la ecuación. Mediante la obtención de extracto real, 
atenuación real puede calcularse con la siguiente ecuación: 
Atenuación aparente = (Extracto original – Extracto aparente) / (Extracto original * 100) 
Atenuación real = (Extracto original – Extracto real) / (Extracto original * 100) 
Contenido de etanol.  
El etanol en la cerveza se determinó por espectroscopia de infrarrojo. El método EBC 
9.2.6 consiste en la determinación rápida del contenido de alcohol, utilizando un 
instrumento automatizado basado en NIR.  
Determinación de compuestos volátiles.  
La determinación de compuestos volátiles de bajo punto de ebullición en la cerveza 
(alcoholes, ésteres, acetaldehído y dimetil sulfuro) fue medida por cromatografía de 
gases headspace automático. El método 9.39 (EBC 2008) se basa en estándares 
internacionales, una columna capilar de sílice fundida químicamente consolidado y 
detección de ionización de llama.  
Color.  
Este fue determinado por espectrofotometría (IM) y se midió a 430 nm. El método 8.5 
(EBC 2008) utilizado por hierba y método de cerveza 9.6 (EBC 2008).  
 
Análisis estadístico.  
Para el análisis estadístico de las pruebas realizadas, se evaluaron las diferencias 
significativas entre los diferentes tratamientos por medio de un Modelo Lineal General 
(Minitab 16 2010), cuando los resultados fueron significativos (α 0.05), la comparación 
de medias se realizó mediante la prueba de Tukey (Montgomery 2004).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Evaluación del perfil enzimático. 
El uso de recursos renovables para diferentes aplicaciones biotecnológicas, como la 
producción de biocombustibles de segunda generación o la obtención de otros productos 
de alto valor agregado, ha estimulado la investigación en el descubrimiento de nuevos 
biocatalizadores para la conversión eficiente de biomasa lignocelulósica. Esto debido a 
que esta biomasa representa ecosistemas complejos en los que las condiciones influyen 
en los microorganismos vivos. Como consecuencia, solo las comunidades microbianas 
con capacidad de producir enzimas implicadas en la degradación de celulosas y 
hemicelulosas pueden prevalecer sobre otros microorganismos en este entorno 
(Ventorino et al. 2016).  
Se evaluaron cepas de Streptomyces setonni, Trichoderma reesei, Pleurotus 
ostreatus y Aspergillus oryzae. Para todas ellas se analizaron las actividades 
endocelulasa, exocelulasa, celobiasa, xilanasa y pectinasa. Los microorganismos se 
inocularon en los diferentes agares en los cuales se utilizó su sustrato específico como 
única fuente de carbono. La actividad fue registrada como índice de actividad enzimática 
relativa. En la tabla 1, se pueden apreciar los diferentes índices de producción de las 
principales enzimas encargadas de la degradación del material lignocelulósico. Cada 
microorganismo posee un perfil diferente que se puede entender por su ecología, ya que 
cada microorganismo cumple una función biológica diversa en su estado silvestre. 
En la Tabla 1, se muestran los resultados obtenidos correspondientes a los índices 
de actividad enzimática relativa para cada una de las enzimas analizadas producidas por 
cada uno de los microorganismos estudiamos, se marcan las diferencias significativas 
con letra, podemos apreciar que de forma general Trichoderma harzianum y Aspergillus 
oryzae presentan los índices de actividad enzimática más altos y más variados, teniendo 
buena actividad para las cinco enzimas analizadas, no siendo así con Streptomyces 
setonni que presenta actividades principalmente relacionadas con la degradación de la 
celulosa pero no del xilano, y siendo el caso inverso el de Pleurotus ostreatus. 
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Tabla 1. Índices de actividad enzimática relativa. * 
  Endoglucanasa Exoglucanasa Celobiasa Xilanasa Pectinasa 
Streptomyces 
setonni. 
1.61 ± 0.3 b 1.32 ± 0.11b 1.18 ± 0.18 b 0.02 ± 0.02 c 0.1 ± 0.1 b 
Trichoderma 
harzianum. 
2.11 ± 0.14 a 2.03 ± 0.09 a 1.82 ± 0.3 a 0.55 ± 0.16 b 0.68 ± 0.2 a 
Pleurotus 
ostreatus. 
0.38 ± 0.2 c 0.49 ± 0.16 c 0.19 ± 0.1 c 1.13 ± 0.2 a 0.55 ± 0.19 a 
Aspergillus 
oryzae. 
1.31 ± 0.22 b 1.48 ± 0.06 b 1.59 ± 0.2 a 0.69 ± 0.1 b 0.49 ± 0.3 a 
*Promedios ± error estándar (EE). Promedios por columnas con letras diferentes muestran diferencia 
significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P <0.05). 
Trabajos anteriores han informado sobre la producción de enzimas en diferentes 
Actinobacterias, como Cellulomonas, Thermobifida y Microbispora, aisladas de 
diferentes residuos agroindustriales (Saini et al. 2015). Diversos estudios se han centrado 
en el género Streptomyces buscando detectar celulasas tanto endoglucanasas, 
exoglucanasas, como celobiosas (Alani et al. 2008; Hsu et al. 2011; Amore et al. 2012), 
aunque en la mayoría de los estudios Streptomyces ha sido reconocida por su capacidad 
de producción de hemicelulasa (Beg et al. 2000). Recientemente, se descubrió que un 
gen de Streptomyces coelicolor recombinantemente expresado en Streptomyces lividans 
TK24, codifica una proteína con una fuerte actividad hidrolizante hacia Avicel y papel 
de filtro, produciendo celobiosa como producto final y con actividad moderada hacia la 
carboximetilcelulosa (Lim et al. 2016). El- El-Naggar et al. (2014) probaron el 
sobrenadante del cultivo de la fermentación sumergida de Streptomyces albogriseolus 
subsp. cellulolyticus en condiciones optimizadas para la capacidad de producir 
endoglucanasa y liberar azúcares reductores de residuos agroindustriales como sustratos. 
Franco-Cirigliano y colaboradores (2013) seleccionaron la cepa PESB-25 de 
Streptomyces misionensis por su capacidad para secretar celulasas. Se observó un pico 
de acumulación de endoglucanasa en condiciones de fermentación optimizadas en 
presencia de MnSO4. Además, Amore y colaboradores (2012) identificaron, expresaron 
de forma recombinante en Escherichia coli y caracterizaron la endocelulasa CelStrep de 
la cepa celulolítica Streptomyces sp. G12 aislado del compost. Se han desarrollado 
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varias estrategias para mejorar la producción de celulasa de Stremptomyces. La 
integración de las estrategias de control constante de cambio de pH y oxígeno disuelto 
aumentó la producción de celulasa y xilanasa de la cepa Streptomyces griseorubens 
JSD-1 (Zhang et al. 2016). Se utilizó un diseño compuesto central de superficie de 
respuesta para optimizar la producción de endoglucanasa de la cepa Stotherptomyces 
DSK59 acidotermófila aislada del suelo, adherida a la corteza del árbol en 
descomposición (Budihal et al. 2016). 
El hongo Pleurotus ostreatus ha sido ampliamente estudiado por su actividad 
ligninolítica debido a la expresión de una familia de multigenes codificantes para lacasa 
(Pezzella et al. 2009). Recientemente, su capacidad hemicelulolítica ha sido reportada 
con detección de actividad de xilanasa durante la fermentación en estado sólido en 
bagazo de tomate. La correlación observada entre los tiempos de producción de las 
actividades de xilanasa y lacasa sugieren una acción sinérgica en la transformación de 
residuos (Iandolo et al. 2011). En estudios anteriores se ha apreciado que no se 
alcanzaron niveles detectables de celulasa. En lo que respecta a la producción de 
actividad de xilanasa, se alcanzó una actividad máxima de alrededor de 9 U g-1 en el 
segundo día de fermentación de Pleurotus ostreatus en sustrato solido en bagazo de 
tomate. Pleurotus ostreatus parece no ser capaz de metabolizar los monosacáridos 
presentes en los desechos. La ausencia de azúcares que puedan ser directamente 
metabolizados podría desencadenar en el hongo la producción de xilanasas en un tiempo 
más corto. (Iandolo et al. 2011) La correlación entre los tiempos de producción de lacasa 
y xilanasa sugieren su acción sinérgica en la transformación de desechos. La producción 
de enzimas ligninocelulíticas por Pleurotus ostreatus se ve afectada principalmente por 
la cepa, composición del sustrato y condiciones de cultivo (Ćilerdžić et al 2017). Kerem 
y colaboradores (1992) informaron una producción máxima de actividad lacasa de 0.03 
U g-1 a el sexto día de fermentación en sustrato sólido en tallos de algodón, y valores de 
0.040 U g-1 han sido logrados por Membrillo et al. (2008) al octavo día de fermentación 
en sustrato en bagazo de caña de azúcar.  
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Los sistemas completos de enzimas celulasa pueden ser producidos por una gran 
diversidad de microorganismos. Entre los mejor caracterizados y el más ampliamente 
estudiado de estos sistemas son las celulasas inducibles del hongo filamentoso 
Trichoderma reesei (Dos-Santos et al. 2014). Las celulasas producidas por este hongo 
filamentoso tienen un alto interés industrial. Son ampliamente utilizados en las 
industrias de alimentos. Recientemente, también han sido utilizados en las industrias 
textiles y de pulpa de papel (Do Vale et al. 2012) Su sistema de celulasa consiste en tres 
clases generales de enzimas: celobiohidrolasas, endo-1,4-b-D-glucanasas y 1,4-bD-
glucosidasa (Rocha et al. 2016). 
En términos de condiciones de crecimiento, Aspergillus oryzae tiene la capacidad 
de adaptarse a diferentes condiciones de humedad y temperatura. Se ha informado de 
que una alta producción de α-amilasa se encuentra cuando la humedad supera el 35% 
(Narahara et al. 1984). En el caso de la inoculación del arroz para la producción de sake, 
las condiciones de incubación se fijan regularmente a 27 ºC y de 35 a 40% de humedad 
(Battaglino et al. 1991). Sin embargo, tiene una producción favorable de enzimas cuando 
la temperatura supera los 38ºC (Kitano et al. 2002). Además de la producción de α-
amilasa y proteasa, Aspergillus oryzae tiene la capacidad de sintetizar α-glucosidasas y 
amiloglucosidasas (Hata et al. 1997; Sugimoto y Shoji 2012). La producción de enzimas 
se ve afectada por la naturaleza del sustrato debido a la presencia de dextrinas no 
digeribles que reducen el crecimiento de la biomasa. 
Basados en los resultados de la capacidad de expresión de enzimas implicadas en 
la degradación del material lignocelulósico, aunado a la categoría GRAS con las que 
cuenta la cepa de Aspergillus oryzae, se decidió seleccionar esta cepa para realizar el 
resto de las pruebas de fermentación en sustrato solido sobre grano gastado de 
cervecería.  
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Caracterización del BSG. 
Como parte de la estrategia para dar cumplimiento a este objetivo se realizó la 
caracterización fisicoquímica del grano gastado de cervecería para entender mejor el 
desarrollo del microorganismo en este. En reportes anteriores se pueden observar 
comportamientos variables dependiendo de factores como son el tipo de cerveza 
producida y los adjuntos utilizados. En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos 
experimentalmente sobre la composición proximal del grano gastado de cervecería con 
el que se trabajó para la realización de este proyecto. 
 
Tabla 2. Composición proximal del BSG empleado.  
  Porcentaje 
Proteínas** 15.3 ± 0.8 
Lípidos** 6.2 ± 0.6 
Cenizas** 3.6 ± 0.3 
Fibra dietaria soluble** 13.73 ± 1.2 
Fibra dietaria insoluble** 48.63 ± 0.7 
Almidón** 1.8 ± 0.1 
*Promedios ± error estándar (EE). ** Datos expresados en base seca 
 
En la Tabla 2 se muestra la composición proximal obtenida experimentalmente del 
grano gastado de cervecería que se utilizó durante el presente estudio. Se observó un 
contenido de proteína relativamente bajo de 15.3 %, alto contenido de grasa 6.2% y fibra 
dietética total que ronda el 62 %, además de presentar un contenido relativamente 
elevado de almidón considerando que debió haber sido eliminado en su totalidad en su 
procesamiento. Se ha reportado anteriormente que se trata de un material lignocelulósico 
que contiene aproximadamente 17% de celulosa, 28% de polisacáridos no celulósicos, 
principalmente arabinoxilanos y 28% de lignina (Mussatto et al. 2008). Análisis de BSG 
por Santos et al. (2003) reportaron valores 24.2%, de proteína 3.9%,  de lípidos,  3.4% 
de ceniza en BSG secada al horno. Estos resultados difieren de los obtenidos 
experimentalmente principalmente en los parámetros de proteína y grasa, en contraste 
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con estudios de otros autores el contenido de proteína es inferior, mientras que el de 
lípidos se mantiene dentro de los rangos previamente reportados ya que Hyun-Wook K. 
et al. (2013) reportan contenidos de lípidos de 13.37±0.45 y proteína de 19.60±0.15. 
Estudios en diferentes países se han realizado para promover el aprovechamiento de este 
subproducto y lograr obtener productos de valor agregado, observando datos muy 
diferentes entre sí. Estos varían en rangos muy amplios: en el parámetro del contenido 
de proteína 31%, 24% y 15.2%; Lignina 16%, 11.9% y 27.8%; Celulosa 9%, 25.4% y 
16.8%; y ceniza 4%, 2.4% y 4.6% (Lynch. 2016). El almidón es considerado un residuo 
ya que de forma idónea debió haber sido totalmente extraído durante el proceso de 
maceración; sin embargo, estudios reportan contenidos que varían del 1%, 2.7%, 8% y 
hasta 10% (Celus et al. 2006; Jay et al. 2008; Robertson et al. 2010; Meneses et al. 
2013). Es evidente que las condiciones de elaboración afectan la composición de grano 
gastado de cervecería, particularmente cuando se considera el tipo de malta de cebada, la 
adición de adjuntos, el esquema de cocimiento, la temporada de cosecha e incluso el 
origen geográfico de la muestra. En cuanto a la fibra dietaria total estudios realizados 
por Hyun-Wook K. et al. (2013) mencionan contenidos de fibra cruda que varían entre  
58.11±0.07 y 68.57±0.29 dependiendo del tratamiento que ha tenido el material. Aquí se 
aprecian claramente las variaciones en la composición química de esta materia prima 
como consecuencia de los factores mencionados anteriormente. De forma general el alto 
contenido de fibra y proteína hace que BSG sea una materia prima interesante tanto para 
aplicaciones alimentarias como no alimentarias. Los monosacáridos más abundantes en 
el grano gastado de cervecería son xilosa, glucosa y arabinosa, mientras que también se 
han encontrado rastros de ramnosa y galactosa (Forssell et al. 2008) que bien podrían ser 
utilizados durante la fermentación. 
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Cinética de crecimiento de A. oryzae en BSG. 
Una vez caracterizado el substrato se realizó el inoculo y el seguimiento del 
crecimiento de Aspergillus oryzae en el grano gastado de cervecería, así como la 
producción de enzimas relacionadas con la hidrolisis del material almidonoso y 
celulósico. La cinética de crecimiento se comportó como se muestra en la Figura 2, 
donde se muestra el recuento total de UFC de hongos por gramo de grano gastado de 
cervecería con una medición cada 24 horas por un total de 12 días.  
 
 
Figura 2. Cinética de crecimiento de Aspergillus oryzae sobre BSG. 
 
El Aspergillus oryzae es un hongo filamentoso, que tiene la capacidad de secretar 
grandes cantidades de enzimas hidrolíticas. Las proteínas extracelulares de Aspergillus 
oryzae contienen diferentes perfiles de proteínas que incluyen proteasa neutra y alcalina, 
amilasa, glutaminasa y metalopeptidasa (Liang et al. 2009). La fermentación en estado 
sólido es adecuada para el crecimiento de hongos debido a su bajo contenido de 
humedad y a la penetración del micelio de los hongos a través de los sustratos sólidos. El 
micelio fúngico puede penetrar en el sustrato sólido como 4 capas de penetración de 
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micelio. La primera capa es de hifas areales, seguida de hifas húmedas aeróbicas e hifas 
húmedas anaeróbicas, la última capa es de hifas penetrantes (Biesebeke et al. 2002). La 
baja humedad en una fermentación en estado sólido hace que los microorganismos 
aumenten su capacidad de producir ciertas enzimas y metabolitos que generalmente no 
se producirían en una fermentación sumergida (Imanaka et al. 2010). El crecimiento del 
moho también mostró una relación de contraste con el contenido de humedad, la 
disminución del contenido de humedad se debe a la utilización de agua en el sustrato 
para generar micelios (Narahara et al. 1982). En comparativa, cuando se crece el hongo 
en una matriz con un alto contenido de almidón disponible, el crecimiento es 
notoriamente más rápido. En los resultados obtenidos se aprecia una típica cinética de 
crecimiento, con un crecimiento lento, probablemente debido al bajo contenido de 
azucares fermentable libres, lo que provoca un retraso en el repunte del crecimiento.  
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Producción de enzimas por A. oryzae en BSG. 
En esta sección se presentan las gráficas correspondientes a los resultados 
experimentales de las cinéticas de producción de cada una de las enzimas evaluadas a lo 
largo de doce días de fermentación en sustrato sólido. 
 
Figura 3. Cinética de producción de α-amilasa por A. oryzae  en BSG. 
La Figura 3 muestra la producción de α-amilasa, esta enzima actúa sobre almidón, 
glucógeno y otros oligosacáridos relacionados, son enzimas extracelulares que 
hidrolizan aleatoriamente enlaces α- (1, 4) entre unidades de glucosa adyacentes y en 
última instancia generan oligosacáridos cortos y diferentes dextrinas de límite α 
(Goesaert  et al. 2009).  Es una de las enzimas con más alta demanda de aplicaciones 
industriales. La despolimerización del almidón por las amilasas es la base de varios 
procesos, como la producción de jarabes de glucosa, la fabricación de pan y la 
elaboración de cerveza. También se utiliza como un aditivo en jabones, detergentes y 
alimentos para animales, y en el tratamiento de papel, textiles, etc. (Bhanja-Dey  y 
Banerjee 2015). En estudios anteriores la amilasa secretada por  A. oryzae ha 
demostrado que su actividad  máxima es a 55 ° C y a pH 4,5. (Kariya  et al. 2003). El 
grano usado de cervecería (Hashemi  et al. 2011), el mijo perlado (Haq  et al. 2005) y el 
desecho de naranjo en polvo son materiales valiosos para la producción de amilasa a 
bajo costo (Bennamoun L et al. 2004). 
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La Figura 4 muestra la producción de β-amilasa, esta enzima está igualmente 
relacionada con la hidrólisis de almidón y ha demostrado que su producción está 
fuertemente vinculada con la  secreción de α-amilasa, en el caso de  Aspergillus oryzae 
EI212 se describe que dependiendo de la composición del medio y las condiciones de 
crecimiento el hongo secreta α- o β-amilasa o ambas. (Kundu y Das 1970). 
 
 
Figura 4. Cinética de producción de β-amilasa por A. oryzae  en BSG. 
 
En el presente estudio se presentó actividad de β-amilasa en concentraciones similares a 
las de α-amilasa, además de que los picos de producción fueron coincidentes. Estudios 
anteriores han demostrado que la fermentación en sustrato sólido logra altos niveles de 
producción tanto en proteínas totales como en enzimas (alfa-amilasa, beta-amilasa y 
glucoamilasa) probablemente debido a las características estructurales del hongo y su 
respuesta fisiológica de los micelios fúngicos incrementando la producción de proteínas 
y enzimas (Sahnoun et al. 2015). 
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La Figura 5 muestra la producción de amiloglucosidasa, esta enzima es utilizada 
industrialmente en el procesamiento de los jarabes e hidrolizados de almidón para lograr 
la sacarificación de este, generalmente es aplicada después de un tratamiento térmico 
que permita la gelatinización de los almidones, estas enzimas han sido reportadas en 
diferentes hongos (Mamo y Gessesse 1999.) y bacteriana (Okalo et al 1996) 
Las amiloglucosidasas hasta ahora se han producido utilizando fermentaciones 
sumergidas (Pandey1995) así como las fermentaciones en estado sólido (Pandey 1996) 
Sin embargo, se ha encontrado que el uso de fermentaciones en estado sólido es más 
ventajoso y permite la producción más barata de esta enzima (Pandey et al. 2000) La 
Figura 5, muestra que en el lapso entre el día 5 y el 10 de fermentación se producen los 
mayores niveles de amiloglucosidasa. Singh y Soni (2001) repostan el pico de 
producción de esta enzima a las 96 horas, y además reportan que su producción puede 
incrementarse de forma muy significativamente cuidando el balance de sales disponibles 
en el sustrato.   
 
Figura 5. Cinética de producción de amiloglucosidasa por A. oryzae  en BSG. 
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La Figura 6 muestra la producción de pululanasa, que es una enzima amilolítica también 
conocida como dextrinasa limitante, es una enzima desramificante que hidroliza 
específicamente enlaces α-(1-6) en amilopectina o en dextrinas ramificadas derivadas 
por las acciones de α- o β-amilasas. La acción hidrolítica de esta enzima da como 
resultado la formación de cadenas lineales enlazadas con α-(1-4) que pueden 
despolimerizarse extensamente a glucosa y maltosa mediante las acciones combinadas 
de α- y β-amilasas. La cebada madura contiene bajos niveles de la enzima, pero durante 
la germinación, la actividad de la enzima aumenta debido a la síntesis de novo en la 
aleurona. Sin embargo, la cebada contiene una proteína termoestable que inhibe la 
enzima. Este inhibidor disminuye en cantidad durante el malteado, pero queda una 
cantidad suficiente en la malta para inhibir la mayor parte de la enzima (Izydorczyk, y 
Edney 2003.). En la industria cervecera se utiliza esta enzima sintetizada por diversas 
especies del género Bacillus para disminuir la turbidez producida por las dextrinas, así 
como aumentar el contenido de azucares fermentables. (Huang y Tang 2007.)  
 
Figura 6. Cinética de producción de pululanasa por A. oryzae  en BSG. 
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Las celulasas son un complejo de enzimas cuyos componentes tienen una acción 
sinérgica durante la degradación de las cadenas poliméricas de la celulosa. Dentro de 
estas enzimas encargadas de la degradación de la celulosa podemos marcar dos 
principales, la betaglucosidasa, la betaglucanasa y la endoglucanasa, genéricamente 
deniominada celulasa (Pirota et al. 2016). La betaglucanasa de Aspergillus oryzae  ha 
sido reportada por tener un buen perfil de tolerancia a temperatura y pH, sin embargo no 
es fácil la sobreproducción para su uso industrial, por lo que existen la mayoría de las 
preparaciones comerciales se generan por medios biotecnológicos, mediante la 
expresión de genes codificantes propios de Aspergillus oryzae en otros microorganismos 
como Pichia pastoris y Saccharomyces.(Gao et al 2008).  
 
Figura 7. Cinética de producción de betaglucanasa por A. oryzae  en BSG. 
 
La Figura 7. Muestra la cinética de producción de betaglucanasa producida por 
Aspergillus oryzae creciendo sobre sobre grano gastado de cervecería, se observó una 
mayor producción de la enzima durante los primeros días de cultivo, siendo el pico 
máximo al cuarto día. 
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Los estudios de la producción de celulasa son de importancia crítica debido a la 
influencia de estas enzimas en la economía de bioconversión de biomasa en 
combustibles y otros productos químicos (Klein-Marcuschamer et al., 2012) La mayoría 
de las celulasas comerciales son producidas por hongos filamentosos de los géneros 
Trichoderma y Aspergillus (Bhat, 2000; Gusakov, 2011). Entre los géneros de 
Aspergillus, A. niger junto con A. oryzae son los dos hongos más importantes a nivel 
mundial para aplicaciones biotecnológicas (Hu et al., 2011). Sin embargo, los hallazgos 
recientes sobre la genómica de A. oryzae han revelado que está altamente enriquecido 
con genes implicados en la degradación de la biomasa (Kobayashi et al., 2007). Además 
de las aplicaciones bien establecidas de A. oryzae en la industria alimentaria, este hongo 
tiene un gran potencial para la producción de enzimas industriales. Se han realizado 
unos pocos estudios sobre la producción de celulasa por A. oryzae desde el punto de 
vista del desarrollo de bioprocesos en fermentación en sustrato sólido (Lio y Wang, 
2012; Sandhu et al., 2012). Demostrando que las mejores condiciones para su 
producción implican una producción de hasta 123.64 U g-1, consiguiéndose a 28 °C, con 
una humedad del substrato del 70%, con flujo de aire húmedo al 80%, en un flujo de 20 
mL min-1. (Pirota et al. 2016). 
 
Figura 8. Cinética de producción de celulasa por A. oryzae  en BSG. 
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Una de las aplicaciones biotecnológicas a gran escala más importantes de los últimos 
años es el uso de xilanasas como agentes blanqueadores en la industria de la pasta y el 
papel (Viikari et al. 1994). El uso de la fermentación en estado sólido como método de 
producción de xilanasa podría ofrecer ventajas económicas y de proceso, estudios 
anteriores evaluaron la producción de enzimas in situ en dos sustratos, eucalipto y 
bagazo de caña de azúcar,  usando Aspergillus oryzae como el productor microbiano de 
xilanasa. Cuando el hongo se cultivó en medios optimizados, el pico en la producción de 
xilanasa en eucalipto y bagazo de caña de azúcar fue en el día 4. Las actividades de 
enzimas medidas fueron 3200 y 2675 UI g-1 (Szendefy  et al. 2006) poseyendo unas 
condiciones de funcionalidad máxima a pH  5 (Bailey et al.  1991), y una temperatura 
óptima de  55 °C (Golubev et al 1993) La Figura 9 muestra la cinética de producción de 
xilanasa, en donde se pueden apreciar niveles estables de producción entre el día 3 y el 
día 8.  
 
 
Figura 9. Cinética de producción de xilanasa por A. oryzae  en BSG. 
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En la Tabla 3. Se muestras los picos de producción correspondientes al mayor contenido 
de la enzima, así como el tiempo de generación de cada una de ellas. 
 
Tabla 3. Niveles de expresión máxima y tiempo de fermentación para cada enzima.  
  Máxima actividad * Horas de cultivo 
α-amilasa. 7.49 ± 0.13 216 
β - amilasa. 9.56 ± 0.26 216 
Amiloglucosidasa.  4.29 ± 0.78 216 
Pululanasa. 9.52 ± 0.11 192 
Betaglucanasa. 16.89 ± 0.21 96 
Celulasa. 18.00 ± 0.85 144 
Xilanasa. 17.72 ± 0.19 144 
*Promedios ± error estándar (EE). 
 
La Tabla 3 muestra el pico máximo de producción de cada enzima con su 
correspondiente tiempo de fermentación. Se puede observar una tendencia en la 
generación de enzimas, ocurriendo primero la síntesis de aquellas enzimas relacionadas 
con la degradación del material celulósico, como son la betaglucanasa, seguida de la 
celulasa y xilanasa, y posteriormente las enzimas encargadas de degradar los polímeros 
más simples como la amiloglucosidasa, y las amilasas. 
La fermentación en estado sólido se utiliza con éxito para la producción a gran 
escala de metabolitos fúngicos y la bioconversión de residuos vegetales y animales en 
productos útiles (Pandey et al. 1999). Es un proceso altamente atractivo y alternativo 
para la generación de enzimas celulolíticas con el uso de residuos lignocelulósicos de 
bajo precio y bajo consumo energético (Pandey 2003). Los avances en la biotecnología 
industrial ofrecen oportunidades potenciales para la utilización económica de sustratos 
lignocelulósicos (Pandey et al. 2000). La fermentación en estado sólido es un proceso 
microbiano en el cual los microorganismos crecen en condiciones más cercanas a su 
hábitat natural y producen mayores cantidades de enzimas extracelulares y otras enzimas 
que en la fermentación sumergida (Sato y Sudo 1990). Los materiales lignocelulósicos 
47 
 
son insolubles en agua, por lo que su utilización puede mejorarse fructíferamente 
mediante bioconversiones de estado sólido. La formación de azúcares solubles a partir 
de celulosa en residuos agrícolas se basa en la acción secuencial y coordinada de 
componentes individuales tales como exoglucanasa, endoglucanasa y glucosidasa (Lynd 
et al. 2002).  
Las celulasas son uno de los sistemas de enzimas multicomponente más 
investigados debido a su capacidad para descomponer la biomasa celulósica en glucosa, 
que se puede convertir a otros productos químicos, alimenticios, o energéticos 
(Mukataka et al. 1998). Los hongos A. niger, A. flavus y Penicillium sp. se han reportado 
como las principales fuentes de celulasa, hemicelulasa, pectinasa y xilanasa (Hamlyn 
1998) en los polisacáridos no almidonosos, incluida la celulosa. En un estudio similar al 
presente en el que se utilizó Aspergillus niger, este se cultivó en fermentación en estado 
sólido sobre una variedad de materiales lignocelulósicos como el aserrín, salvado de 
trigo, forraje de maní y el salvado de arroz. La producción de celulasa en los sustratos 
lignocelulósicos se monitoreó durante un período de 5 días. La actividad máxima de 
celulasa se registró el tercer día de incubación en todos los materiales lignocelulósicos, 
excepto en aserrín. El crecimiento de Aspergillus niger en salvado de trigo dio la mayor 
actividad de celulasa de 2.9 U / g de soporte sólido, mientras que el forraje de maní y el 
salvado de arroz dieron 2.09 y 1.62 U / g de soporte sólido, respectivamente. El aserrín 
apoyó débilmente la actividad de celulasa como se refleja por la recuperación de 0.28 
FPU / g de soporte sólido. La disminución de la actividad de celulasa en el salvado de 
trigo, el forraje de maní y el salvado de arroz se produjo a partir del cuarto día en 
adelante. Por lo tanto, el salvado de trigo es el más adecuado para la producción de 
celulasa seguida de forraje de maní.  
De forma similar se registró la actividad endoglucanasa en todos los materiales 
lignocelulósicos, excepto el aserrín debido al pobre crecimiento de A. niger. El salvado 
de trigo produjo niveles más altos de 3.24 U / g de endoglucanasa en la fermentación en 
estado sólido contra 1.36 U / g por el forraje de maní y 1.09 U / g por el salvado de 
arroz. La actividad de endoglucanasa en todos los sustratos disminuyó el segundo día en 
adelante. El salvado de trigo es el más adecuado para la producción de endoglucanasa 
entre todos los sólidos lignocelulósicos probados en ese estudio. El patrón de secreción 
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de glucosidasa siguió la tendencia inversa con respecto a la endoglucanasa y celulasa, la 
producción de glucosidasa en aserrín fue más alta en comparación con otros sustratos 
sólidos en sus respectivos intervalos de tiempo de producción máxima (Subhosh-
Chandra et al. 2007).  
Estudios anteriores realizados sobre Aspergillus oryzae han mostrado que la 
producción de enzimáticas amilolíticas está fuertemente relacionada con la fuente de 
carbono utilizada, en el estudio de Toshikazu y Hiroshi (Toshikazu y Hiroshi 2012) se 
aprecian las notables diferencias en la síntesis de enzimas relacionadas con la 
degradación de almidón al utilizar glucosa como única fuente de carbono. Los niveles de 
producción fueron de 1.5 ± 0.5, 0.1 ± 0.1 y 1.8 ± 0.2 miliunidades por mililitro para 
glucoamilasa, α-glucosidasa y α- amilasa respectivamente. En este mismo estudio, al 
utilizar dextrinas indigeribles, los niveles de estas mismas enzimas incrementaron a 301 
± 12, 7 ±0.5 y 27.7 ± 1.9. Es sabido que la síntesis de estas enzimas es fuertemente 
reprimida por la glucosa a través de la proteína CreA (Agger et al. 2001). Para lograr 
una producción industrial eficiente de las enzimas amilolíticas es necesario un bajo nivel 
de glucosa. El almidón y otros oligosacáridos relacionados, tales como la maltosa y las 
dextrinas, inducen la producción de enzimas amilolíticas. La isomaltosa también actúa 
como desencadenante de la producción de enzimas amilolíticas a través del activador 
transcripcional AmyR (Agger et al. 2001). Sin embargo, es difícil lograr una alta tasa de 
producción de enzimas debido al rápido metabolismo de tales oligosacáridos inducibles 
en células que producen glucosa y la posterior represión catabólica por glucosa. 
En cuanto a las enzimas encargadas de la degradación de hemicelulosa 
Aspergillus oryzae produce enzimas degradadoras de la pared celular vegetal, esto 
reportado cuando crece en granos de trigo y soya. Tiene una gran eficiencia para 
degradar matrices ricas en hemicelulosa, compuesta a su vez de xilano, arabinano, 
galactano y manano. Entre estos elementos es el xilano el que se encuentra en mayor 
proporción y las enzimas sintetizadas por este hongo has sido ampliamente estudiadas. 
Actualmente, estas enzimas se encuentran caracterizadas y secuenciadas. Múltiples 
trabajos buscan su sobreexpresión y clonación para producción industrial. Algunas 
especies de Aspergillus oryzae probaron tener altas actividades xilanasas, de 500 a 4300 
U por gramo de materia seca, creciendo en substrato solido con condiciones óptimas de 
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humedad del 83% y pH 8.3 durante cuatro días. Estas fueron las mejores condiciones 
para la producción de xilanasa, siendo que esta enzima tenía su punto óptimo a 6.5 pH y 
65°C (Faulds et al 2006). 
El uso directo de enzimas substrato especificas en fermentación en sustrato 
sólidos sin tratamientos posteriores representa un método innovador el blanqueo de 
pulpa para producir papel, y significa una reducción del consumo de químicos 
blanqueadores que pueden significar un impacto económico y medioambiental positivo 
en la industria, siguiendo este mismo paradigma se pueden aprovechar las enzimas 
generadas durante el crecimiento para la posterior bioconversión del material en otros 
procesos, como es el caso de la producción de mosto. 
 
Producción y caracterización de mostos dulces. 
 
La transformación de maltas en mosto se realizó mediante el procedimiento de 
maceración. La hidratación de la malta, las adecuadas curvas de calentamiento y la 
adición de lúpulo, generan cambios importantes en el mosto. Se puede usar una serie de 
indicadores de composición para reconocer el mosto de buena calidad y por consiguiente 
una fermentación de buena calidad. Los mostos de gravedad específica dentro del rango 
1.03 a 1.06, es decir de 7.5 a 15º Plato, contienen aproximadamente 7.5 a 15% de sólidos 
disueltos (Boulton y Quan 2001). Como se muestra en la Tabla 4 ambos mostos están 
dentro de estos rangos reportados para gravedad específica. 
En la Tabla 4, se muestran los resultados obtenidos correspondientes a las 
características fisicoquímicas y de rendimientos de los diferentes mostos analizados, 
tanto el mosto control, como aquel obtenido utilizando el adjunto hidrolizado. Se marcan 
las diferencias significativas con letra, se puede observar que en cuestiones de 
Rendimiento, contenido total de azucares fermentables y pH se obtuvieron valores 
mayores para el mosto control, y un mayor contenido de amino nitrógeno libre y mayor 
color en el mostro obtenido utilizando el adjunto hidrolizado. 
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Tabla 4. Comparativa de las características de los mostos. * 
  Mosto control Mosto con adjunto hidrolizado 
Rendimiento ajustado a 15° P (L) 4.021 ± 0.08 a 3.78 ± 0.074 b 
Grano gastado producido (g/sólidos/Kg 
grano) 151 ± 0.32 b 161.57 ± 0.22 a 
Pérdida de sólidos por centrifugación (g /kg 
grano) 148 ± 0.89 a 139 ± 0.66 b 
Gravedad especifica (g/mL) 1.0611 ± 0.0 a  1.04 ± 0.06 a 
pH 5.81 ± 0.08 a 5.42 ± 0.09 b 
Extracto original (%) 15a 15 a 
Carbohidratos:     
Fructosa (%p/p) 0.039 ± 0.004 b 0.047 ± 0.003 a 
Glucosa (%p/p) 1.895 ± 0.01 b 1.966 ± 0.01 a 
Maltosa (%p/p) 7.661 ± 0.03 a 7.499 ± 0.02 b 
Maltotriosa (%p/p) 1.456 ± 0.018 a 1.367 ± 0.023 b 
Azucares fermentables totales (%p/p) 11.051 ± 0.016 a 10.879 ± 0.022 b 
Amino nitrógeno libre (mg/L) 173.9 ± 0.0 b 189.3 ± 0.2 a 
Color (°EBC) 8.65 b 10.4 a 
*Promedios ± error estándar (EE). Promedios por columnas con letras diferentes muestran diferencia 
significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P <0.05). 
El pH del mosto está típicamente en el rango pH 5.0 -5.3 (Boulton y Quan 2001). 
Los mostos comenzaron con valores más altos, siendo el mosto control el más alto a 
5.81. No hubo diferencias significativas en el pH de los tres mostos.  
Los componentes nitrogenados están presentes en forma de aminoácidos, 
péptidos pequeños y proteínas. Las concentraciones recomendadas de nitrógeno, como 
nitrógeno libre en el mosto son del orden de 150 a 200 mg / L (Boulton y Quan 2001). 
La Tabla 3 se muestra cómo el mosto control está en los rangos reportados de FAN, y el 
tratamiento tiene una concentración más alta. El hecho de que el mosto obtenido con el 
grano gastado hidrolizado tenga la mayor concentración de FAN y su diferencia con el 
mosto de cebada se atribuye a la acción de las proteasas (principalmente 
carboxipeptidasas) producidas durante la fermentación con la presencia de Aspergillus. 
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Las carboxipeptidasas de malta tienen actividad máxima a temperaturas entre 40-60% y 
se inactivan a 70ºC. Puede apreciarse que la temperatura a la que se realiza la 
maceración tiene un impacto crucial en el contenido de FAN de los mostos (Boulton y 
Quan 2001). 
Como muestra la Tabla 4, la maltosa fue el carbohidrato más abundante en todos 
los mostos generados. Esto se debe a la acción enzimática de las α y β-amilasas. El 
mosto con el adjunto hidrolizado contenía más glucosa y menos maltotriosa que el 
mosto de cebada. Esto está relacionado con la mayor actividad de β-amilasa. Aunque los 
mostos se ajustaron a 15ºPlato, la cantidad total de azúcares fermentables no coincide 
con el 15% debido a la presencia de dextrinas. Las dextrinas representan el 90% del 
carbohidrato residual de la cerveza. Alrededor del 40-50% de las dextrinas son 
oligosacáridos que contienen 4-9 unidades de glucosa, y el 50-60% restante son 
dextrinas más altas con 10 o más unidades de glucosa (Boulton y Quan 2001). Estas 
dextrinas son hidrolizables por las enzimas exógenas añadidas desde el cultivo de 
Aspergillus oryzae utilizado como adjunto. 
El color de los mostos que se muestra en la Tabla 4 indica una diferencia en los 
valores, principalmente de los diferentes granos utilizados para maltear. La diferencia de 
color entre el mosto que contiene el adjunto hidrolizado y el mosto control se atribuye a 
las características del grano, al pigmento que se pudo liberar de las cascarillas del grano 
gastado hidrolizado, por lo que es un color más oscuro. 
 El volumen de mosto generado se usó como un indicador para cuantificar la 
diferencia en los rendimientos de los mostos. La relación entre un kilogramo de granos y 
el volumen de mosto producido es un parámetro que puede usarse para calificar la malta 
en términos de extracción y rendimiento. Los valores se ajustan a 15ºPlato para tener 
una comparación justa. Como se muestra en la Tabla 4, el mosto que se elaboró con el 
adjunto hidrolizado tuvo un rendimiento de volumen menor que el mosto control. El 
control tuvo un 6 % más de rendimiento en volumen de mosto en comparación con el 
equivalente de mosto elaborado con el adjunto hidrolizado. Tomando en consideración 
el bajo contenido inicial de almidón del grano gastado de cervecería, haber logrado una 
diferencia tan pequeña con respecto al mosto control en el aspecto de rendimiento indica 
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un efecto positivo en el tratamiento de grano gastado con Aspergillus oryzae, ya que 
permitió aumentar la cantidad de azucares fermentables disponibles debido a su 
producción de enzimas encargadas de la degradación del material lignocelulósico. 
Es bien sabido que Aspergillus oryzae es un hongo que produce altas cantidades 
de enzimas amilolíticas, proteolíticas y lipolíticas. De hecho, los cultivos comerciales se 
utilizan para producir y aislar enzimas ampliamente utilizadas por las industrias 
alimentarias. Se sabe que Aspergillus oryzae expresa altas cantidades de 
amiloglucosidasas que convierten las dextrinas lineales y ramificadas en glucosa 
(Nielsen y Schmidt 1985). 
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Producción y caracterización de cervezas. 
La medida más común, práctica y útil para determinar el progreso de la fermentación y 
determinar las propiedades finales de la cerveza es la gravedad específica. A medida que 
se consumen carbohidratos fermentables y se produce alcohol, cae la gravedad 
específica. Una indicación del final de la fermentación de carbohidratos es que la 
gravedad específica deja de disminuir. La Tabla 5 muestra los valores finales de 
gravedad específica para cada cerveza después de 120 horas de fermentación. 
Tabla 5. Comparativa de las características de las cervezas. * 
  Mosto control Mosto con adjunto hidrolizado 
Gravedad específica (g/ml) 1.0162 ± 0.0 a 1.0206 ± 0.013 a 
pH 4.08 ± 0.05 a 4.04 ± 0.4 a 
Atenuación aparente (%) 72.76 ± 0.09 b 70.98 ± 0.12 a 
Atenuación real (%) 60.09 ± 0.0 a 59.88 ± 0.23 a 
Etanol (% v/v) 5.25 ± 0.07 a 5.09 ± 0.04 b 
FAN (mg/ml) 56.18 ± 3.45 b 61.02 ± 1.26 a 
Alcoholes superiores:     
Propanol (ppm) 13.778 ± 0.0 a 13.699 ± 0.1 a 
Isobutanol (ppm) 13.143 ± 0.2 a 13.12 ± 0.2 a 
Alcohol isoamilico (ppm) 85.553 ± 1.86 a 86.13 ± 1.22 a 
Compuestos volátiles:     
Acetaldehído (ppm) 3.127 ± 0.69 a 2.76 ± 0.1 b 
Acetato de etilo (ppm) 13.241 ± 0.2 a 11.66 ± 1.33 b 
Acetato de isoamilo (ppm) 0.977 ± 0.0 a 0.917 ± 0.04 b 
Etil hexanoato (ppm) 0.0684 ± 0.0 a 0.0366 ± 0.02 b 
Color (°EBC) 6.36154 ± 0.09 b 8.45 ± 0.3 a 
*Promedios ± error estándar (EE). Promedios por columnas con letras diferentes muestran diferencia 
significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P <0.05). 
En la Tabla 5, se muestran los resultados obtenidos correspondientes a las 
características fisicoquímicas y de rendimientos de las diferentes cervezas obtenidas, 
tanto la del mosto control, como aquella obtenida utilizando el adjunto hidrolizado. Se 
marcan las diferencias significativas con letra. Se puede observar que Las principales 
diferencias se encuentran en el contenido de alcohol, siendo estadísticamente mayor en 
la cerveza control, que a la vez presenta menos contenido de amino nitrógeno libre. No 
hay diferencias significativas en la producción de alcoholes superiores, y en el caso de 
todos los compuestos volátiles la producción en la cerveza obtenida utilizando el adjunto 
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hidrolizado es estadísticamente menor. El valor final de la gravedad específica está 
estrechamente relacionado con el contenido final de etanol (Esslinger 2009). Como se 
esperaba, la cerveza elaborada con el adjunto hidrolizado, que contenía menos de etanol 
en comparación con las otras cervezas, tenía el valor de gravedad específica final más 
alto. La cerveza control tenía un valor de gravedad específica similar al que corresponde 
a cervezas lager que contienen alrededor de 5% de etanol (v / v). 
Esslinger (Esslinger 2009) informa un valor de atenuación final para cervezas de 
cebada de 82.1%. Se obtuvieron datos experimentales inferiores para ambas cervezas, 
probablemente debido a la utilización de adjuntos y la presencia de dextrinas no 
fermentables, la atenuación obtenida de las diferentes cervezas fue más alta en cerveza 
control y menor en la elaborada con el adjunto hidrolizado.  
La fermentación causa la degradación de los componentes del grano, 
especialmente los azúcares solubles y los componentes FAN por las enzimas que la 
levadura genera durante su crecimiento. Como se esperaba, la maltosa era el azúcar más 
abundante. Este disacárido generalmente representa del 60 al 65% del total de azúcares 
fermentables. La glucosa fue el segundo hidrato de carbono fermentable más abundante 
en todos los mostos. El tercer hidrato de carbono fermentable más abundante en todos 
los mostos fue maltotriosa, que constituía del 13 al 14% del total de carbohidratos 
fermentables. Además de estos tres carbohidratos, los mostos también contienen 
fructosa, sacarosa, maltotriosa y dextrinas de mayor peso (Esslinger 2009). Las dextrinas 
lineales y ramificadas no fermentables permanecen en la cerveza y afectan la viscosidad 
o el cuerpo de la cerveza y también contribuyen al valor calórico (Nielsen y Schmidt 
1985). La clave para la producción de cervezas light o reducidas en calorías es la 
conversión de dextrinas en carbohidratos fermentables mediante la utilización de β-
amilasa exógena, pululanasa o con mayor frecuencia amiloglucosidasas exógenas 
(Serna-Saldivar y Rubio-Flores 2016). Al final de la fermentación se consumió 
prácticamente toda la maltosa, mientras que pequeñas cantidades de maltotriosa 
permanecieron en la cerveza. Para la fructosa, se visualizó un incremento en su 
concentración después de 15 horas de fermentación. Esto es probablemente debido a la 
isomerización de glucosa a fructosa por la levadura mediante la enzima glucosa 
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isomerasa. Durante la fermentación hay cambios progresivos en las tasas de producción 
de etanol. Hay una fase de retraso inicial, que se correspondía con el paso de la levadura 
del retraso al crecimiento exponencial cuando el mosto oxigenado se volvió 
gradualmente anaeróbico (Hough 1991). En el último período, la tasa de formación de 
etanol alcanza un máximo. A partir de entonces, la tasa de producción de etanol 
disminuye debido a la baja disponibilidad de carbohidratos fermentables que cesaron la 
actividad y el crecimiento de la levadura (García-Garibay et al. 2004). La disminución 
en las tasas de producción de etanol es consecuencia de una combinación de 
agotamiento de nutrientes y efectos tóxicos del etanol. La capacidad de la levadura para 
soportar altas concentraciones de etanol es obviamente clave para una fermentación 
exitosa, particularmente cuando se usan mostos concentrados (Boulton y Quan 2001). La 
cerveza control presenta un contenido de alcohol ligeramente superior al obtenido en la 
cerveza elaborada con el adjunto hidrolizado, sin embargo, no se trata de un decremento 
tan grande como para significar una falta de factibilidad de la utilización del producto. 
Este hecho, junto con el rendimiento del volumen de mosto indica que el uso propuesto 
del adjunto hidrolizado es tecnológicamente posible. La fermentación en sustrato sólido 
con Aspergillus oryzae aumentó la cantidad de azucares fermentables provenientes del 
grano gastado de cervecería, por lo que este puede reemplazar parcialmente adjuntos 
amiláceos sin impactar fuertemente en los niveles de producción. Por lo tanto, la 
implementación de esta tecnología sencilla y directa permitirá a los cerveceros la 
utilización de su subproducto, a fin de buscar una economía circular ecológicamente 
responsable.  
Los alcoholes superiores representan la fracción más grande de los compuestos 
responsables del aroma de cerveza. Estos compuestos se forman durante los primeros 2 a 
3 días de fermentación a partir de compuestos nitrogenados solubles, por ejemplo, se 
generan alcoholes iso-amílicos a partir del metabolismo de la leucina (García-Garibay et 
al. 2004) Estas concentraciones de alcoholes superiores a 100 ppm afectan el sabor y la 
calidad de la cerveza. La Tabla 5 muestra que la cerveza control y la elaborada a partir 
del adjunto hidrolizado no presentan diferencias significativas en la producción de 
ninguno de los alcoholes superiores. A pesar de existir una diferencia en el FAN de los 
mostos de los que se elaboraron, el que no exista diferencia puede deberse directamente 
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a las características metabólicas de la levadura utilizada durante la fermentación, además 
de que la producción de alcoholes superiores se reduce por las bajas temperaturas de 
fermentación (Esslinger 2009).  
El acetaldehído es cuantitativamente el compuesto de carbonilo más importante 
en la cerveza. Se forma en la cerveza durante los primeros 3 días e imparte a la cerveza 
un sabor inmaduro y desequilibrado. Como desaparece en etapas de fermentación 
posteriores, no presenta dificultades tecnológicas. En la fase inicial de la cerveza, el 
contenido de acetaldehído varía de 20 a 40 ppm, mientras que en las cervezas terminadas 
de 8 a 10 ppm. La presencia de aldehído es a menudo una indicación de contaminación 
microbiana, ya sea por levadura o bacterias (García-Garibay et al. 2004). Como se 
muestra en la Tabla 5, todas las cervezas contenían valores inferiores a los umbrales 
informados que afectan significativamente el sabor. La cerveza control tuvo el valor más 
alto. La cerveza contiene más de 50 ésteres diferentes, de los cuales tres son de mayor 
relevancia porque afectan en gran medida el sabor de la cerveza: acetato de etilo, acetato 
de isoamilo, acetato de isobutilo. Los ésteres son los productos de la catálisis enzimática 
de ácidos orgánicos, etanol y alcoholes superiores. Su formación está estrechamente 
relacionada con la propagación de la levadura y el metabolismo de los lípidos. Los 
ésteres activos de aroma se forman intracelularmente mediante la fermentación de 
células de levadura. Como son solubles en lípidos, los ésteres de etilo pueden difundirse 
a través de la membrana celular en el medio de fermentación. A diferencia de la 
excreción de éster de acetato, que es rápida y completa, la transferencia de ésteres de 
etilo al medio de fermentación disminuye drásticamente al aumentar la longitud de 
cadena, desde 100% para hexanoato de etilo hasta 54 a 68% para octanoato de etilo y 8 a 
17% para decanoato de etilo. La velocidad de formación del éster de etilo depende de 
tres factores: las concentraciones de los dos cosustratos (acetil CoA y el etanol) y la 
actividad de las enzimas implicadas en su síntesis e hidrólisis. Por lo tanto, todos los 
parámetros que influyen en las concentraciones de sustrato o la actividad enzimática 
pueden afectar la producción de éster etílico (Saerens et al. 2007). El hexanoato de etilo 
es característico por su aroma a manzana. La presencia de etilhexanoato, fue 
particularmente baja en ambas cervezas. 
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CONCLUSIONES 
 
Las cuatro cepas evaluadas probaron producir enzimas relacionadas con la degradación 
de materiales lignocelulósicos, tal como estaba reportado, considerando la naturaleza del 
material objeto de este estudio, se eligió utilizar Aspergillus oryzae. 
 
La fermentación en sustrato sólido con Aspergillus oryzae proporciona la batería 
enzimática necesaria para sacarificar parcialmente el grano gastado de cervecería. 
 
El adjunto elaborado con BSG hidrolizado por Aspergillus oryzae utilizado en un 
procesamiento de cocimiento de mosto proporciona azucares fermentables, por lo que 
este puede reemplazar parcialmente adjuntos amiláceos sin impactar fuertemente en los 
niveles de producción. 
 
El mosto elaborado con el adjunto hidrolizado por Aspergillus oryzae puede ser 
fermentado exitosamente por Saccharomyces spp obteniendo una cerveza con 
características similares a una cerveza tipo lager. 
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PERSPECTIVAS 
 
Otros estudios se han centrado en la realización de pretratamientos físicos o químicos 
que han demostrado aumentar el grado de sacarificación del grano gastado de cervecería. 
Sin embargo, la mayoría de estos tratamientos utilizan ácidos o álcalis concentrados que 
no podrían aplicarse directamente para la obtención de un producto para consumo 
humano, lo que abre un campo de investigación a nuevos esquemas de tratamiento. 
El presente proyecto responde a una tendencia global de conciencia ecológica, se 
fundamenta en la economía circular, buscando un aprovechamiento de los subproductos 
industriales, para tratar de reducir lo más posible la generación de residuos y así 
disminuir el impacto medio ambiental de las operaciones comerciales, buscando un 
desarrollo industrial sustentable, por lo que al buscar optimizar estos procesos implicaría 
una aplicación directa de un subproducto en su industria generadora, con un alto impacto 
ecológico. 
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